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ANTECEDENTES 

 

Los factores de transcripción son proteínas que coordinan y regulan la expresión de un gen 

o de un grupo de genes. En muchos casos regulan su propia expresión y también es 

frecuente que regulen a otros factores de transcripción. Los factores de transcripción 

interaccionan con regiones específicas del DNA, con elementos de la maquinaria de 

transcripción como la RNA polimerasa, con otros factores de transcripción o con 

moléculas que activan o inhiben su actividad. Conectan los estímulos externos e internos 

con las respuestas biológicas actuando como transductores de señales. La diferenciación 

celular depende de la expresión de un patrón específico de genes, lo que está en gran 

medida determinado por el perfil de factores de transcripción expresados en cada tipo 

celular. Dentro de este perfil hay factores de transcripción constantemente activos 

responsables de la expresión de los genes constitutivos, y hay otros que se activan o 

inhiben en respuesta a estímulos externos. La activación de complejas cascadas de 

señalización intracelular desemboca en muchos casos en la activación o supresión de uno o 

varios factores de transcripción que van a orquestar una respuesta determinando el patrón 

de genes expresados por la célula. 

Tal es el caso del Receptor de Estrógenos (ER), el cual es un factor de transcripción que 

regula positiva o negativamente la expresión de genes activados por estrógenos. La 

regulación transcripcional mediada por el ER requiere de otras proteínas llamadas 

cofactores. La interacción del ER con estas proteínas resulta en cambios en la estructura de 

la cromatina  que impide o facilita el ingreso de la RNA polimerasa y la maquinaria basal 

de la transcripción iniciando o reprimiendo la expresión genética.  

En el humano el ER tiene un papel esencial debido a que participa en la regulación de 

muchos procesos biológicos como la reproducción, homeostasis metabólica, crecimiento, 

diferenciación celular, entre otros. Sin embargo, es su relación con el cáncer por lo que este 

factor es mayormente estudiado. En los últimos 30 años se ha comprobado que la actividad 

del ER está relacionada con los procesos de transformación y proliferación celular 

principalmente en el cáncer de mama.  

El ER como la mayoría de los factores de transcripción tiene una naturaleza modular. Esto 

significa que está formado por regiones que tienen funciones diferentes. La región 

carboxilo-terminal del ER se caracteriza por contener  a la región de unión a ligando 

(LBD), la región de unión a DNA y la Función de Activación Transcripcional 2 (AF-2). 
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Esta última región es la responsable del reclutamiento de la mayoría de los cofactores 

identificados, por lo que juega un papel fundamental en la remodelación de la cromatina y 

la regulación transcripcional. Sin embargo, el ER posee otra  Función de Activación 

Transcripcional denominada AF-1. Aunque el dominio AF-1 ha sido relacionada con la 

formación de tumores y resistencia al tratamiento en el cáncer de mama sus funciones 

permanecen aún en buena medida desconocidas. Por esta razón al inicio de esta 

investigación el laboratorio del Dr. León propuso identificar a los factores celulares 

capaces de reconocer y unirse al dominio AF-1. En esta tesis describo la función de uno de 

estos factores al que previamente se le había denominado Proteína inducida por interferón 

(IFI-27). 

Los resultados de mi tesis demuestran que esta proteína es internalizada al núcleo celular 

en donde interactúa con el dominio AF-1 de ER aumentando su actividad transcripcional.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1 Familia de los Receptores Hormonales Nucleares. 
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Los receptores hormonales nucleares (RHN) comprenden una superfamilia de proteínas 

de unión a DNA, reguladoras de la transcripción o también llamados factores de 

transcripción, los cuales controlan la expresión de gran cantidad de genes (Evans et al., 

1988; Mangelsdorf et al., 1995; Urnov et al., 2001). 

La actividad de estos receptores está regulada por la unión de ligandos hormonales, los 

cuales llevan a cabo un cambio alostérico conformacional en la estructura de la proteína 

que permite la unión con el DNA.  

Los RHN controlan gran cantidad de procesos biológicos como la homeostasis, 

reproducción, desarrollo embrionario, crecimiento, diferenciación celular, metabolismo 

y muerte celular. Una desregulación en las vías de señalización de estos receptores 

conlleva a la generación de enfermedades de tipo proliferativas, reproductivas y 

metabólicas, como por ejemplo, cáncer, infertilidad, obesidad y diabetes, entre otras. 

(Gronemeyer et al., 2004). 

 

1.1.1 Clasificación de Receptores Hormonales Nucleares 

 

Existen varios reportes sobre la clasificación de los RHN, en general éstos se han 

dividido en tres subfamilias de acuerdo a su capacidad de unirse al DNA dependiente o 

independiente de su ligando y en función a su dimerización para unirse al DNA. 

 

Los receptores de Tipo I, conocidos como receptores esteroides incluyen al receptor de 

estrógenos (ER), al receptor de glucocorticoides (GR), al receptor de mineralcorticoides 

(MR), al receptor de progesterona (PR) y al receptor de andrógenos (AR), los cuales son 

translocados al núcleo en respuesta a la unión de su ligando; en ausencia de ligando, se 

asocian a proteínas de choque térmico, las cuales se encuentran unidas a los receptores 

evitando el plegamiento o la agregación, generando un estado no activo, es decir, no 

presentan influencia sobre la activación de la transcripción de sus genes blanco 

(Griekspoor et al., 2007). Los receptores esteroides reconocen secuencias específicas de 

DNA en una forma dimérica, es decir, unión de dos receptores, únicamente en presencia 

de su ligando. 

 

Cada receptor reconoce diferentes tipos de ligandos, el receptor de estrógenos, une 

estradiol, el receptor de glucocorticoides, une cortisol y corticosterona, el receptor a 
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mineralcorticoides, une aldosterona, el receptor de progesterona une proges

receptor de andrógenos une testosterona y 

 

Los receptores  Tipo II comprenden al receptor tiroideo (TR), al receptor del ácido 

retinóico trans (RAR), al receptor de ácido retinói

Vitamina D3 (VDR) (Mangelsdorf 

DNA en ausencia de su ligando y generalmente lo hacen como heterodímeros con el 

RXR (Kraus et al., 2002).  

Existe una tercera clase de RHN, los cuales se conocen 

huérfanos, cuyos ligandos aún no han sido identificados, éstos se pueden unir al DNA 

de forma mono y dimérica (Figura

 

 

Figura 1. Clasificación de los Receptores Hormonales 
de Mangelsdorf et al., 1995). 

1.1.2 Estructura de los Receptores Hormonales Nucleares

 

, une aldosterona, el receptor de progesterona une progesterona, y el 

testosterona y dihidrotestosterona (Griekspoor et al

comprenden al receptor tiroideo (TR), al receptor del ácido 

R), al receptor de ácido retinóico cis (RXR) y al receptor de 

(VDR) (Mangelsdorf et al., 1995), los cuales son capaces de unirse al 

DNA en ausencia de su ligando y generalmente lo hacen como heterodímeros con el 

Existe una tercera clase de RHN, los cuales se conocen como receptores hormonales 

huérfanos, cuyos ligandos aún no han sido identificados, éstos se pueden unir al DNA 

Figura 1). 

Figura 1. Clasificación de los Receptores Hormonales Nucleares (Basado en el esquema
 

 

 

 

Estructura de los Receptores Hormonales Nucleares 

terona, y el 

et al., 2007). 

comprenden al receptor tiroideo (TR), al receptor del ácido 

receptor de 

., 1995), los cuales son capaces de unirse al 

DNA en ausencia de su ligando y generalmente lo hacen como heterodímeros con el 

como receptores hormonales 

huérfanos, cuyos ligandos aún no han sido identificados, éstos se pueden unir al DNA 

 

Nucleares (Basado en el esquema 
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Los RHN están compuestos por varios dominios funcionales independientes. Su 

estructura se caracteriza por presentar seis dominios: A, B, C, D, E y F.

El dominio A/B, el cual contiene a la fu

inglés: “Activating Function 1

menos conservada. 

El dominio C, también llamado dominio de unión al 

inglés: “DNA Binding Domai

en la parte central de la proteína y es la más conservada desde el punto de vista de su 

secuencia de aminoácidos entre los receptores hormonales nucleares.

El dominio D es una región que sirve como

localización nuclear (NLS por sus siglas en inglés

El dominio E o también llamado dominio de unión a ligando (LBD por sus siglas en 

inglés: “Ligand Binding Domain

contiene a la Función de Activación 2 (AF

Function 2”), la cual recluta una serie de co

activación transcripcional. 

El dominio F, se encuentra present

la región carboxilo terminal y su función es aún desconocida (

 

 

 

Figura 2. Familia de los Receptores 
alfa; 2) Receptor de Estrégenos beta; 

Los RHN están compuestos por varios dominios funcionales independientes. Su 

estructura se caracteriza por presentar seis dominios: A, B, C, D, E y F. 

El dominio A/B, el cual contiene a la función de activación 1 (AF-1 por sus siglas en 

Activating Function 1”), se localiza en la región amino terminal y es la región 

El dominio C, también llamado dominio de unión al DNA (DBD por sus siglas en 

DNA Binding Domain”), es la región responsable de la unión al DNA, se sitúa

en la parte central de la proteína y es la más conservada desde el punto de vista de su 

secuencia de aminoácidos entre los receptores hormonales nucleares. 

El dominio D es una región que sirve como puente flexible y contiene una señal de 

localización nuclear (NLS por sus siglas en inglés: “Nuclear Localization Signal

El dominio E o también llamado dominio de unión a ligando (LBD por sus siglas en 

Ligand Binding Domain”), es una región moderadamente conservada que 

contiene a la Función de Activación 2 (AF-2 por sus siglas en inglés: “

), la cual recluta una serie de co-reguladores que facilitan o inhiben la 

El dominio F, se encuentra presente sólo en el receptor de estrógenos alfa, localizado en 

la región carboxilo terminal y su función es aún desconocida (Figura 2). 

 

Figura 2. Familia de los Receptores Hormonales Nucleares. 1) Receptor de Estrégenos 
alfa; 2) Receptor de Estrégenos beta; 3) Receptor de Glucocorticoides; 4) Receptor de 

Los RHN están compuestos por varios dominios funcionales independientes. Su 

1 por sus siglas en 

), se localiza en la región amino terminal y es la región 

DNA (DBD por sus siglas en 

de la unión al DNA, se sitúa 

en la parte central de la proteína y es la más conservada desde el punto de vista de su 

puente flexible y contiene una señal de 

Nuclear Localization Signal”). 

El dominio E o también llamado dominio de unión a ligando (LBD por sus siglas en 

deradamente conservada que 

“Activating 

reguladores que facilitan o inhiben la 

e sólo en el receptor de estrógenos alfa, localizado en 

Hormonales Nucleares. 1) Receptor de Estrégenos 
3) Receptor de Glucocorticoides; 4) Receptor de 
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Progesterona B; 5) Receptor de Progesterona A; 6) Receptor de Andrógenos; 7) 
Receptor de Mineralcorticoides; A/B, C, D, E y F Dominios funcionales de los 
Receptores Hormonales Nucleares; DBD Dominio de Unión al DNA; LBD Dominio de 
unión a ligando; AF-1 Función de Activación 1; AF-2 Función de Activación 2  
(Basado en el esquema de Griekspoor et al., 2007). 
 

1.1.2.1 Dominio A/B y AF-1 

 

El dominio A/B, localizado hacia la región amino terminal, es un dominio poco 

conservado, contiene el factor de trans-activación AF-1, el cual varía en longitud y 

secuencia entre los diferentes receptores hormonales nucleares, es reconocido por co-

reguladores y por otros factores de transcripción (Gronemeyer et al., 2004). Hasta el 

momento no se ha podido conocer la estructura de este dominio por medio de su 

cristalización debido a su alta variabilidad estructural (Griekspoor et al., 2007). 

Este dominio es blanco de fosforilaciones y otras modificaciones post-traduccionales 

mediadas por diferentes vías de señalización, lo que ocasiona cambios en la actividad 

transcripcional del receptor. 

Los residuos de serina, treonina y tirosina son los sitios específicos para la fosforilación 

y la sumoilación, mientras que los residuos de lisina son blanco para la acetilación y la 

ubiquitinación, localizados en la región central entre el DBD y el LBD. 

Algunos laboratorios correlacionan la fosforilación de la Ser-514 de AR, posiblemente 

por una MAPK, con  un incremento en la transcripción del gen del antígeno prostático 

(PSA). 

Algunos autores, como Wang en el año 2002, demostraron que el GR se localiza en el 

citoplasma cuando se fosforila en la Ser-203 y su localización cambia a ser tanto 

citoplásmica como nuclear cuando se fosforila en la Ser-211, lo que apoya la hipótesis 

que la fosforilación de diversos sitios altera la localización intracelular y posiblemente 

también su función. 

Tanto ER� como ER� son fosforilados en los residuos de serina y treonina de la región 

N-terminal. La fosforilación de la Ser-87 de ERβ y sus correspondientes, la Ser-104 y 

Ser-106 de ERα junto con la Ser-118 se ha visto que son importantes para la activación 

de la transcripción independiente de ligando y para el reclutamiento de co-activadores 

en esta región AF-1 (Tremblay et al., 1999; Chen et al., 2000; Dutertre et al., 2003). 

Neevia docConverter 5.1



La Ser-87 de ERβ y Thr-311 de ERα son sustratos de MAPK (Tremblay et al., 1999), 

mientras que la Ser-118 de ERα es sustrato del factor general de transcripción 

TFIIH/cinasa dependiente de ciclina (Chen et al., 2000) (Figura 3). 

Existe una gran variedad de combinaciones, pero en general las modificaciones post-

traduccionales que sufren los receptores hormonales resultan en cambios de localización 

intracelular, activación y unión de proteínas hacia la región AF-1 (Lavery et al., 2005). 

Existen reportes donde demuestran que la unión de algunas proteínas reguladoras a esta 

región genera un cambio en la estructura de este dominio y por lo tanto se ve reflejado 

ya sea de manera positiva o negativa en la transcripción de los genes blanco, aunque aún 

se desconoce mucha información sobre este tema. 

 

 

                                          

 
Figura 3. Esquema de los dominios del Receptor de Estrógenos alfa y sus sitios de 
fosforilación en respuesta a un estímulo de estradiol o a cascadas de señalización de 
segundos mensajeros. A/B, C,D,E,F Dominios funcionales del Receptor de Estrógenos; 
AF-1 y 2 Función de Activación 1 y 2; CDK Ciclina A dependiente de cinasa; TFIIH 
Factor de transcripción; MAPK Proteína cinasa activada por mitógeno; RSK Cinasa 
ribosomal 6; AKT Proteína cinasa B; PKA Proteína cinasa A (Basado en el esquema de 
Lannigan et al., 2002). 
 

1.1.2.2 Dominio de unión a DNA 

AF-1 AF-2 

  A/B                      C          D                  E/F 

1                               180       263    302                            595 

S104/S106 
S118 P P 

Ciclina A/ 
TFIIH ciclina dependiente de 

Fosforilación en respuesta a la unión de estradiol 

AF-1 AF-2 

  A/B                      C          D                  E/F 

1                               180       263    302                            595 

Fosforilación en respuesta a cascadas de señalización de segundos mensajeros 

S118 S167                               S236 

P P P 

MAPK    RSK      AKT                   PKA 
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Este dominio es el más conservado, se encuentra localizado en la región central de la 

proteína, está formado por ocho cisteínas las cuales coordinan dos iones de Zinc, cada 

uno formando un arreglo tetraédrico con cuatro cisteínas. Este dominio contiene dos 

dedos de zinc que se doblan para formar un dominio estructural sencillo, los cuales son 

el mecanismo por medio del cual los receptores se unen al  DNA, un dedo de Zn es el 

responsable para el reconocimiento de secuencias blanco mientras que el otro está 

involucrado en la dimerización y orientación del receptor. 

Su estructura la componen dos hélices alfa, las cuales se mantienen unidas a través de 

cadenas laterales hidrofóbicas empaquetadas (Robinson-Rechavi et al., 2003). Este 

dominio también contiene una caja P, la cual es un motivo corto,  responsable de la 

dimerización de la proteína y de la especificidad para unirse a regiones de DNA. 

 

Los Receptores Nucleares regulan la transcripción a través de la unión a regiones 

específicas de DNA de sus genes blanco, conocidas como elementos de respuesta  

hormonal (HRE, por sus siglas en inglés: “Hormone Responsive Element”). Estos 

elementos se encuentran localizados en las regiones reguladas hacia el extremo 5´ de los 

genes blanco; frecuentemente estos elementos se sitúan relativamente cerca de la parte 

central del promotor, otras veces forman parte de enhancers, algunas kilobases río arriba 

del sitio de inicio de la transcripción, las dos secuencias consenso que son reconocidas 

por los receptores son AGAACA para el caso de AR, PR, GR y MR  y AGGTCA para 

el caso de ER, la mayoría de los receptores se une de forma homo o heterodimérica a 

estos HREs compuestos por dos motivos hexaméricos. 

Los receptores hormonales se unen típicamente a estas regiones palindrómicas 

separadas por tres nucleótidos. A diferencia de los receptores esteroides, que sólo 

pueden reconocer secuencias palindrómicas, los no esteroides pueden a unirse a HREs 

con diferentes configuraciones (Aranda et al., 2008). 

 

1.1.2.3 Dominio de unión a ligando 

 

El dominio localizado hacia la región carboxilo terminal, moderadamente conservado 

entre los RHN, es el dominio de unión a ligando (LBD), está compuesto por 12 hélices 

alfa, formando tres capas de hélices antiparalelas, que conforman una cavidad conocida 
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como la bolsa de unión a ligando, donde, como su nombre lo indica, se sitúa el ligando, 

ésta región es altamente hidrofóbica. 

Este domino juega un papel muy importante en la translocación nuclear, en la unión de 

chaperonas, en la dimerización del receptor y en el reclutamiento de co-reguladores a 

través de su factor de activación dependiente de ligando (AF-2) (Griekspoor et al., 

2007). Este domino es el que tiene la capacidad para reconocer a la hormona y realizar 

un cambio entre el estado no activo hacia un estado transcripcionalmente activo 

(Mangelsdorf et al., 1995). 

 

1.1.3 Localización celular de los Receptores Hormonales Nucleares y la 

integridad de sus dominios 

 

La localización subcelular de los Receptores Hormonales Nucleares ha sido estudiada a 

través de fusiones con la proteína verde fluorescente (GFP), debido a estos estudios se 

identificó a ER� y ER� predominantemente en el núcleo (Htun et al., 1999), GR y AR 

en el citoplasma (Georget et al., 1997; Htun et al., 1996), mientras que MR y PR se 

localizan tanto en el citoplasma como en el núcleo (Fejes-Toth et al., 1998; Lim et al., 

1999), todos antes de unirse a su ligando.  

Se ha observado que la distribución uniforme de ER-GFP en el núcleo antes de unirse a 

su ligando, cambia hacia una distribución localizada una vez que se agrega, ya sea un 

agonista o un antagonista al medio, años más tarde, se observó el mismo patrón para 

GFP-GR, así como para otros Receptores Hormonales Nucleares. Trabajos con MR y 

AR demostraron que es necesaria la presencia del DBD y del LBD, así como la 

influencia de AF-1, para la distribución localizada (Farla et al., 2005; Goto et al., 2003; 

Pearce et al., 2002; Tomura et al., 2001; Tyagi et al., 2000). 

 

1.2 Receptor Nuclear de Estrógenos (ER) 

 

El Receptor Nuclear de Estrógenos (ER) es un factor de transcripción que pertenece al 

grupo de los receptores hormonales nucleares tipo I, su función es regular la 

transcripción de genes que responden a estradiol (E2). 

Existen dos isoformas de ER, siendo un producto de genes distintos localizados en 

diferentes cromosomas, el Receptor de Estrógenos alfa (ER�) se localiza en el 

cromosoma 6, mientras que el Receptor de Estrógenos beta (ER�), se localiza en el 
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cromosoma 14, ambos comparten características y funciones similares, sin embargo, 

también presentan características particulares. 

 

 

 

 

1.2.1 Diferencias entre ER� y ER� 

 

Hace 30 años aproximadamente se creía que el ERα era el único mediador de los 

efectos fisiológicos de los estrógenos, sin embargo en 1996 se descubrió un nuevo ER 

presente en la próstata de rata, al cual se le nombró ERβ, para distinguirlo del otro 

receptor (Kuiper et al., 1996; Enmark et al., 1999; Muramatsu et al., 2000). 

Comparten un 97% de similitud en su secuencia en el DBD, sin embargo, con respecto 

al LBD comparten solamente un 55 % de similitud en su secuencia peptídica, en cuanto 

a las regiones involucradas en la unión a ligando y AF-2, comparten un alto grado de 

similitud en su secuencia, y la diferencia más notable entre ambos es que ERα es el 

único receptor hormonal nuclear que presenta hacia el extremo carboxilo un dominio F.  

Con respecto a su capacidad de unión a ligando,  ERβ une con mayor afinidad estradiol 

que ERα, sin embargo, ERα tiene una mayor capacidad de unirse a EREs y activar la 

transcripción de sus genes blanco, por otro lado, ERβ a diferencia de ERα, interacciona 

de manera independiente de ligando, con SRC-1, un co-activador del dominio AF-2 

(Pettersson et al., 2001). 

Ambos poseen hacia la región N-terminal el factor de activación 1, sin embargo, el 

dominio AF-1 de ERβ no es capaz de iniciar la transcripción de manera autónoma, a 

diferencia del dominio AF-1 de ERα, además, el dominio AF-2 de ERβ induce la 

transcripción de promotores que contengan la caja TATA de manera menos eficiente 

que el dominio AF-2 de ERα. 

 

1.2.2 La importancia fisiológica de los estrógenos 

 

Además del papel que llevan a cabo los estrógenos en la reproducción, también realizan 

su función sobre diferentes tejidos en las mujeres, por ejemplo, en la glándula mamaria, 

en hueso, en el sistema cardiovascular, etc. 
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El estradiol (E2) se sintetiza en las células granulosas de los ovarios maduros, aunque 

también puede ser sintetizado en las células adiposas, en músculo esquelético, en la piel, 

en folículos pilosos y en hueso. 

Los estrógenos son muy importantes en el mantenimiento de la masa ósea, esto se 

observó, debido al riesgo que presentan las mujeres post-menopáusicas de tener 

fracturas de hueso, y a la disminución del riesgo al administrar terapia de reemplazo 

hormonal con estrógenos (Pinkerton et al., 1999). 

Por otro lado, después de la menopausia, aumenta el riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares, de igual forma, al administrar terapia de reemplazo hormonal, se 

reduce el riesgo de presentar este tipo de enfermedad (Mendelsohn et al., 1999). 

Con respecto a la glándula mamaria, el ERβ se encuentra presente de manera ubicua en 

todos los estadios de desarrollo, mientras que ERα fluctúa su presencia dependiendo del 

estadio de desarrollo, mostrando un incremento durante la pubertad, declinando 

gradualmente durante el embarazo, presenta una sobreregulación durante la lactancia y 

declina otra vez después de la lactancia (Pettersson et al., 2001). 

Una función muy importante que llevan a cabo los estrógenos es la de activación 

transcripcional de ciertos genes a través de su unión a factores de transcripción, como es 

el caso del ER, esta unión permite el reclutamiento de diversos cofactores que a su vez 

favorecerán o inhibirán el acceso de la maquinaria de transcripción al promotor del gen 

para activar o reprimir su transcripción, éste proceso se lleva a cabo en células en 

proliferación acelerada de glándula mamaria, es decir, todo este mecanismo se realiza 

como una desregulación de los procesos normales y se conoce como la generación de 

una neoplasia  de glándula mamaria. 

 

1.2.3 El Receptor de Estrógenos y el cáncer de mama. 

 

El cáncer de glándula mamaria es una de las neoplasias más importantes en el mundo. 

En Estados Unidos se reportan más de 211,000 casos nuevos cada año, y en México, 

análisis realizados por la Organización Mundial de la Salud (OMS), indican que el 

cáncer de mama es la segunda causa de mortalidad provocada por tumores malignos en 

mujeres en edad reproductiva, después del cáncer cérvico uterino. (INEGI/SSA). 

El cáncer es la proliferación acelerada y descontrolada de células cuyos genes se 

encuentran mutados en algunos casos, en otros, existe daño a nivel epigenético, donde 

no hay cambios en el DNA, sino en la estructura de la cromatina, estas alteraciones ya 
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sea a nivel genético o epigenético actúan normalmente suprimiendo o estimulando el 

ciclo celular, así como la activación de oncogenes o inhibición de la actividad 

transcripcional de genes supresores de tumores. 

La palabra cáncer, se aplica a las neoplasias malignas que se originan en estirpes 

celulares de origen epitelial o glandular, los llamados carcinomas de mama son 

adenocarcinomas, ya que derivan de células de estirpe glandular (de secreción externa). 

Existen dos tipos de cáncer de mama, el carcinoma ductal, presente en el 90% de los 

casos, donde la neoplasia maligna se encuentra en el interior de los conductos lácticos y 

el carcinoma lobulillar, presente en el 10 % de los casos restantes donde el cáncer tiene 

su origen en los acinos glandulares o lóbulos (Figura 4). 

 

 
 

Figura 4. Esquema de una glándula mamaria humana y los diferentes tipos de tumores 
dependiendo del tejido en donde se desarrollen. Las líneas indican el tejido, mientras 
que las flechas indican el nombre del tumor. 
 

El crecimiento y diseminación del 80% de los tumores de cáncer de mama dependen de 

los estrógenos, cuyos efectos son mediados por el ER�. 

Estudios realizados in vivo han demostrado que en glándulas de mama normal el ER� 

no se expresa en células epiteliales en proliferación, lo que indica que el crecimiento de 

las células no es debido al efecto estimulador del E2 (Saji et al., 2000; Zeps et al., 1998; 

Zeps et al., 1999), sin embargo los tumores de cáncer de mama que expresan ERα si 

responden a E2, ocasionando la proliferación celular. 

1.2.4 Tamoxifén, función sobre el ER y su relación con el cáncer de mama 
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El fármaco más utilizado hoy en día para el tratamiento del cáncer de mama es un 

antagonista parcial del receptor de estrógenos, llamado tamoxifén (TOT), el cual posee 

una estructura similar al estradiol. 

El primer estudio clínico registrado con TOT en pacientes con cáncer de mama en 

etapas muy avanzadas comenzó en 1969 (Cole et al., 1971), y hasta hoy en día se ha 

visto que produce beneficios significativos en términos de reducción del cáncer de 

mama. 

El efecto antitumoral del TOT se debe a su efecto anti-estrogénico, compite con el E2, 

inhibiendo la unión de éste al receptor de estrógenos (Wakeling et al., 1984), el 

complejo TOT-ER forma un homodimero y se une al ERE de los genes sensibles a 

estrógenos (Howell et al., 2000), cabe aclarar que solamente el dominio AF-1 de ER  se 

encuentra activo, la falta de actividad de AF-2 por la unión del TOT, resulta en una 

atenuación de la transcripción del gen blanco, debido a que se impide el reclutamiento 

de co-activadores a esta dominio; como resultado, el TOT bloquea la fase G1 del ciclo 

celular, disminuyendo la proliferación celular (Clemons et al., 2002). 

El TOT puede afectar a células epiteliales malignas de mama indirectamente modulando 

los niveles de citocinas de manera local y sistémicas (Colletta et al., 1994), el TOT 

también estimula la producción del factor de crecimiento inhibitorio (Butta et al., 1991), 

el cual actúa de manera parácrina negativamente sobre células de carcinoma de mama 

(Colletta et al., 1994), además de reducir la síntesis del factor de crecimiento de insulina 

(IGF-1) (Ho et al., 1998), el cual actúa como un potente mitógeno en el cáncer de mama 

(Cullen et al., 1992), también posee efectos angiogénicos (Haron et al., 1994). 

A pesar de que produce efectos benéficos significativos en contra del cáncer de mama, 

también presenta efectos adversos, uno de los más serios problemas que se han 

presentado es la incidencia de cáncer endometrial debido a efectos secundarios por su 

actividad estrogénica. Además las pacientes desarrollan resistencia al medicamento, lo 

que puede conducir a la recurrencia de la neoplasia (Muss et al., 1992). El uso 

prolongado de TOT está asociado a un aumento en la probabilidad de desarrollar cáncer 

de útero o hueso (Carthew et al., 2000). Estudios realizados en células tumorales 

sugieren que la refractariedad al tratamiento con TOT o la capacidad de este compuesto 

para actuar como un agonista de ER en útero y hueso depende de la integridad del 

dominio AF-1 (Ali et al., 2002; Klinge et al., 2002). Aunque estos resultados fueron 

obtenidos in vitro y están relacionados con el uso de ciertos promotores y dependen del 

contexto celular en el que han sido estudiados, sugieren que detrás de la respuesta al 
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tratamiento, existe un fuerte componente genético. También se han presentado casos de 

problemas cardiovasculares, disturbias oculares, enfermedades hepáticas, hipercalcemia, 

anemia, leucopea, elevación de triglicéridos, entre otras, relacionados al uso de TOT 

(Clemons et al., 2002). 

Es por todos estos antecedentes que es necesario investigar el mecanismo de acción del 

ER y el reclutamiento de co-reguladores tanto en el dominio AF-1 y AF-2, para 

entender su relación con los diversos fármacos administrados como el TOT, ya que 

aunque han sido de gran ayuda para el tratamiento de las neoplasias, aún presentan 

efectos adversos. 

 

1.2.5 Mecanismo de acción del Receptor de Estrógenos αααα 

 

En ausencia de hormona, el receptor es secuestrado por un complejo inhibidor de 

proteínas, ya sea chaperonas como las proteínas de choque térmico como hsp90 o 

hsp70, entre otras. La unión del ligando (E2) en el LBD, induce un cambio 

conformacional que promueve una homodimerización y una alta afinidad para unirse a 

los elementos de respuesta a estrógenos (ERE) del DNA. Una vez que el ER� se 

encuentra unido al DNA, empieza a reclutar una serie de proteínas co-activadoras en la 

región AF-2 del LBD, como los miembros de la familia p160 (SRC-1, SRC-2, SRC-3), 

DRIPs, TRAPs, CARMs, CBP/p300, los cuales son complejos remodeladores de la 

cromatina, y algunos de ellos pueden tener la capacidad de actuar como acetil 

transferasas de histonas, éstas ayudan a la descondensación de la cromatina y por lo 

tanto a su apertura, para que pueda actuar la RNA polimerasa junto con todos los 

factores de inicio de la transcripción (Hall et al., 2001). 

Aún se desconoce si estos miembros reclutados en AF-2 también podrían tener contacto 

con la región AF-1 del ER�, sin embargo, existe evidencia de que esto es posible, ya 

que esta interacción aparentemente puede estar involucrada en procesos cooperativos 

entre ambos dominios. Esto es muy importante, ya que la presencia de un co-activador 

en ambos dominios podría favorecer un sinergismo entre AF-1 y AF-2, además la 

interacción entre la región N-terminal y C-terminal puede generar una plataforma de 

reclutamiento de co-activadores mas estable que permita una mejor transcripción. 

El reclutamiento de diversos co-activadores en la región AF-1 podría estar mediada por 

la fosforilación independiente de ligando por las MAPK, además de que ER� podría 

estar siendo estimulado de manera independiente de ligando por la ciclina D1, ya que 
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ésta tiene interacción con miembros de la familia p160, por lo que funge como un 

puente entre la región AF-1 del ERα y los diversos co-activadores (Zwijsen et al., 1998; 

Zwijsen et al., 1997). 

Componentes del complejo DRIP/TRAP también se han visto que podrían tener la 

capacidad de interaccionar con el dominio AF-1 (Aranda 2001). 

Una vez que se atraen los primeros co-reguladores de la transcripción se activa una serie 

de cascadas de señalizaciones donde se reclutan más factores que promueven o inhiben 

el inicio de la transcripción de los genes dependientes de estrógenos. 

 

1.3 Co-activadores y Co-represores 

 

La principal función de los co-activadores sobre los receptores nucleares, es incrementar 

la actividad transcripcional, participando en el reclutamiento y en la estabilización del 

complejo de pre-iniciación de la transcripción en el promotor de los genes sensibles a 

hormona (Beato et al., 1996; Bagchi et al., 1992). Por otro lado, la función de los co-

represores es evitar la transcripción de los genes blanco, la unión de los co-represores al 

receptor es facilitada por la presencia de antagonistas. 

 

1.3.1 Miembros de la familia p160 

 

Se han descrito a los miembros de la familia p160 como co-activadores de receptores 

esteroides (SRC, por sus siglas en inglés “Steroid Receptor Coactivators”) y consisten 

en tres miembros estrechamente relacionados. 

� SRC-1, también llamado NCoA-1, fue el primer miembro de la familia 

identificado como una proteína que interacciona con la región AF-2 (Oñate et 

al., 1995). 

� GRP-1 de ratón identificado por medio de ensayos de doble híbrido y su 

ortólogo en humano TIF-2 (factor 2 intermediario de la transcripción), 

constituyen la clase II de la familia de p160, llamados SRC-2 (Hong et al., 1997; 

Voegel et al., 1996). 

� La clase III de la familia p160 (SRC-3) fue clonada independientemente por 

varios grupos y son nombrados como p/CIP, RAC3, ACTR, TRAM-1 o AIB-1 

(Torchia et al., 1997; Chen et al., 1997; Li et al., 1997; Takeshita et al., 1997; 

Anzick et al., 1997). 
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Los miembros de la familia p160 no tienen la capacidad para unirse directamente al 

DNA, pero son reclutados por los receptores hormonales nucleares a través de contactos 

proteína-proteína hacia las regiones promotoras de los genes sensibles a hormona, esta 

unión la realizan de manera dependiente de ligando, posicionándose en la región AF-2 

del receptor. 

Los miembros de esta familia interaccionan de manera muy específica con los 

receptores nucleares únicamente, no se ha detectado una asociación funcional con otros 

factores de transcripción en eucariotes. Sin embargo, se ha observado que SRC-1 

aumenta la actividad transcripcional de SP-1, GAL-4, AP-1, SRF y NFkB de forma 

muy débil  (Xu et al., 1999; Edwards et al., 1999; McKenna et al., 1999). 

En el caso de ER y PR, la presencia de antagonistas esteroides que inactiven la función 

de AF-2, no permite la unión de los co-activadores p160, lo que indica que p160 es 

requerido para la función de AF-2. 

Una sobreexpresión de SRCs en células de mamífero correlaciona con un aumento en la 

actividad de la transcripción dependiente de ligando, en diferentes tipos de receptores 

nucleares (Edwards et al., 2000). 

Al realizar deleciones homocigotas en el gen de SRC-1, algunos autores se dieron 

cuenta que mostraba una resistencia parcial a diferentes hormonas como estrógeno, 

progesterona, andrógeno y hormona tiroidea (Xu et al., 1998; Weiss et al., 1999). Otros 

estudios donde se tienen mutantes nulas de SRC-1 en ratas hembras, observan una 

considerable reducción en el desarrollo de la glándula mamaria y del útero en respuesta 

a estrógenos y progesterona, y los machos muestran reducción en el crecimiento y 

desarrollo de la próstata y de los testículos, en respuesta a andrógenos. Por otro lado, 

estudios con ratones SRC-1-/- demostraron que éstos son viables y fértiles, y además que 

expresan SRC-2, lo que sugiere que los miembros de la familia p160 pueden tener 

funciones redundantes (Xu et al., 1998). 

A pesar de que los miembros SRC solamente comparten un 40% de homología en su 

secuencia, son proteínas modulares con regiones conservadas. 

La región más conservada es el N-terminal el cual contiene un motivo básico hélice-asa-

hélice (bHLH) y un dominio PAS (por sus siglas en inglés period protein self 

association domain). El bHLH es un motivo de unión a DNA  presente en gran variedad 

de familias de factores de transcripción en eucariotes, y el dominio PAS funciona como 

un dominio de dimerización, además es el sitio de unión con otras proteínas o para la 

formación de complejos homo y hetero-diméricos entre los miembros de la familia 
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SRC. Ambos dominios son necesarios para la unión con los receptores nucleares y para 

su función de co-activación (Xu et al., 1999; Edwards et al., 1999; McKenna et al., 

1999). 

En la región central de las tres clases de  SRCs se localiza el dominio de interacción con 

los receptores nucleares (NID), el cual contiene tres motivos conservados LXXLL 

(donde X puede ser cualquier aminoácido), también llamado caja del receptor nuclear 

(NR), responsable del reconocimiento de AF-2 (Heery et al., 1997; Ding et al., 1998; 

Voegel et al., 1998; McInerney et al., 1998).  

Por lo tanto, la habilidad de p160 de aumentar la actividad transcripcional de los 

receptores nucleares involucra la interacción de la caja NR con el LBD. Los tres 

miembros de la familia p160 contienen por lo menos dos dominios autónomos de 

activación transcripcional (AD1  y AD2). El NID por si sólo puede unir eficientemente 

a la proteína al receptor nuclear, pero no puede mediar la activación transcripcional del 

receptor, mientras que AD1 y AD2 no pueden unirse al receptor pero son capaces de 

mediar la transcripción, por lo tanto, para que algún miembro SRC pueda unirse al 

receptor y aumentar la actividad transcripcional de éste, es necesario tanto el NID como 

los dos dominios AD1 y AD2. 

La actividad del dominio AD1 coincide con el sitio de unión de otro co-activador 

transcripcional llamado proteína de unión a CREB (CBP) y su proteína estrechamente 

relacionada p300 (Ding et al., 1998; McInerney et al., 1998; Kalhoven et al., 1998; Ma 

et al., 1999),  lo que sugiere que CBP/p300 es un blanco de co-activadores de la familia 

p160 que media la actividad de AD1. Otra proteína llamada co-activador asociado a 

metil-transferasa de arginina (CARM1) también interacciona con AD1 en los tres 

miembros de p160 (Chen et al., 1999), además la sobreexpresión de esta proteína 

aumenta la actividad transcripcional de AD2 (Figura 5). 

SRC-1 y SRC-3 poseen la actividad enzimática de acetil-transferasa de histonas (HAT), 

sin embargo, SRC-2 no tiene esta capacidad. 
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Figura 5. Miembros de la familia p160
Esteroide 1, 2 y 3; NID Dominio de interacción con los Receptores Nucleares; AD1 y 2 
Dominio autónomo de activación transcripcional 1 y 2; AF
bHLH/PAS Motivo básico hélice asa hélice; NR Receptor Nuclear; CBP/p300 Proteí
de unión a CREB; CARM1 Co
(Basado del esquema de Dean 
 

1.3.2 CBP/p300 

 

CBP y su parálogo p300 están

pero no en levaduras. CBP/p300 se ex

ratón. Haciendo una comparac

diferentes especies, algunos investigadores demostraron

regiones con un alto grado de similitud, 

peptídicos ricos en residuos de 

para el factor de transcripción CREB, llamado dominio KIX, un bromodominio, el 

dominio HAT y el dominio 

(SID) (Kalkhoven et al., 2004) (

CBP/p300 puede interaccionar con factores de transcripción basal, como la proteína de 

unión a la caja TATA (TBP), con TFIIB y además forma complejos con la RNA 

polimerasa II. Estas interacciones ocurren a través de las regiones N y C terminales del 

dominio de activación, de esta forma CBP/p300 actúa como un puente que estabiliza los 

complejos de transcripción. 

. Miembros de la familia p160. SRC-1,2 y 3 Co-activadores del 
Esteroide 1, 2 y 3; NID Dominio de interacción con los Receptores Nucleares; AD1 y 2 
Dominio autónomo de activación transcripcional 1 y 2; AF-1 Función de activación 1; 
bHLH/PAS Motivo básico hélice asa hélice; NR Receptor Nuclear; CBP/p300 Proteí
de unión a CREB; CARM1 Co-activador asociado a metil transferasa de arginina.
(Basado del esquema de Dean et al., 2000). 

n presentes en gran cantidad de organismos multicelulares 

CBP/p300 se expresan de manera ubicua durante el desarrollo del 

Haciendo una comparación de la secuencia peptídica de estas proteínas entre 

, algunos investigadores demostraron la presencia de numerosas 

regiones con un alto grado de similitud, entre las que se incluyen tres 

residuos de cisteínas-histidinas (CH1, CH2, CH3), el sitio de unión 

para el factor de transcripción CREB, llamado dominio KIX, un bromodominio, el 

dominio HAT y el dominio co-activador de interacción con receptores esteroide

., 2004) (Figura 6). 

CBP/p300 puede interaccionar con factores de transcripción basal, como la proteína de 

unión a la caja TATA (TBP), con TFIIB y además forma complejos con la RNA 

interacciones ocurren a través de las regiones N y C terminales del 

dominio de activación, de esta forma CBP/p300 actúa como un puente que estabiliza los 

 CBP/p300 también puede tener interacción con gran 

 

activadores del Receptor 
Esteroide 1, 2 y 3; NID Dominio de interacción con los Receptores Nucleares; AD1 y 2 

1 Función de activación 1; 
bHLH/PAS Motivo básico hélice asa hélice; NR Receptor Nuclear; CBP/p300 Proteína 

activador asociado a metil transferasa de arginina. 

en gran cantidad de organismos multicelulares 

presan de manera ubicua durante el desarrollo del 

de estas proteínas entre 

la presencia de numerosas 

entre las que se incluyen tres dominios 

histidinas (CH1, CH2, CH3), el sitio de unión 

para el factor de transcripción CREB, llamado dominio KIX, un bromodominio, el 

ión con receptores esteroides 1 

CBP/p300 puede interaccionar con factores de transcripción basal, como la proteína de 

unión a la caja TATA (TBP), con TFIIB y además forma complejos con la RNA 

interacciones ocurren a través de las regiones N y C terminales del 

dominio de activación, de esta forma CBP/p300 actúa como un puente que estabiliza los 

CBP/p300 también puede tener interacción con gran 
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cantidad de factores de transcripción y con otras proteínas a través de sus dominios 

CH1, CH3, KIX y SID. 

Otro aspecto muy importante de su función como 

acetilar promotores cercanos a histonas nucleosomales, resultando en un aumento para 

la accesibilidad de otros reguladores al DNA (Ogryzko 

1996; Kundu et al., 2000). 

Alteraciones en el gen de CBP/p300 

gran cantidad de enfermedades en humanos (Giles 

Timmermann et al., 2001; Cairns 

de novo, microdeleciones y mutaciones puntuales en algunas de las copias del g

CBP resulta en un trastorno

Rubinstein Taybi), esta enfermedad está 

las funciones mentales, entre otros síntomas (Rubinstein 

incrementar el riesgo de padecer cáncer.

Otra enfermedad ocasionada por 

de CBP o p300 es la anemia mielocítica aguda (AML) (Yang 

Pero sobre todo estas proteínas han sido estrechamente relacionadas con cáncer 

(Kalkhoven et al., 2004). 

 

 

Figura 6. Estructura de la familia CBP/p300
transcripcional; CH1 y CH3 Regiones ricas en residuos de cisteínas histidinas; KIX 
Sitio de unión para el factor de transcripción CREB; BD Dominio de unión; HAT Acetil 
transferasa de histona; SID Dom
Esteroides (Basado del esquema de Kalkhoven 
 

1.3.3 Otras proteínas co-activadoras

 

Existen gran variedad de proteínas co

transcripcional de los receptores hormon

mencionaré algunas de ellas. 

transcripción y con otras proteínas a través de sus dominios 

Otro aspecto muy importante de su función como co-activador es su habilidad para 

acetilar promotores cercanos a histonas nucleosomales, resultando en un aumento para 

ibilidad de otros reguladores al DNA (Ogryzko et al., 1996; Bannister 

CBP/p300 e inactivación funcional de la proteína resultan en 

gran cantidad de enfermedades en humanos (Giles et al., 1998; Klochendler et al

., 2001; Cairns et al., 2001), por ejemplo, traslocación cromosomal 

, microdeleciones y mutaciones puntuales en algunas de las copias del g

resulta en un trastorno de desarrollo congénito, llamado RTS 

esta enfermedad está caracterizada por retraso en el crecimiento y en 

las funciones mentales, entre otros síntomas (Rubinstein et al., 1963), además de 

incrementar el riesgo de padecer cáncer. 

Otra enfermedad ocasionada por traslocaciones cromosómicas en heterocigotos del gen 

de CBP o p300 es la anemia mielocítica aguda (AML) (Yang et al., 2004). 

Pero sobre todo estas proteínas han sido estrechamente relacionadas con cáncer 

e la familia CBP/p300. AD Dominio autónomo de activación 
transcripcional; CH1 y CH3 Regiones ricas en residuos de cisteínas histidinas; KIX 
Sitio de unión para el factor de transcripción CREB; BD Dominio de unión; HAT Acetil 
transferasa de histona; SID Dominio co-activador de interacción con Receptores 

(Basado del esquema de Kalkhoven et al., 2004). 

activadoras 

Existen gran variedad de proteínas co-reguladoras que aumentan la actividad 

transcripcional de los receptores hormonales nucleares, sin embargo, solamente 

transcripción y con otras proteínas a través de sus dominios 

es su habilidad para 

acetilar promotores cercanos a histonas nucleosomales, resultando en un aumento para 

., 1996; Bannister et al., 

ctivación funcional de la proteína resultan en 

et al., 2001; 

raslocación cromosomal 

, microdeleciones y mutaciones puntuales en algunas de las copias del gen de 

 (Síndrome 

por retraso en el crecimiento y en 

., 1963), además de 

traslocaciones cromosómicas en heterocigotos del gen 

Pero sobre todo estas proteínas han sido estrechamente relacionadas con cáncer 

 

. AD Dominio autónomo de activación 
transcripcional; CH1 y CH3 Regiones ricas en residuos de cisteínas histidinas; KIX 
Sitio de unión para el factor de transcripción CREB; BD Dominio de unión; HAT Acetil 

activador de interacción con Receptores 

reguladoras que aumentan la actividad 

ales nucleares, sin embargo, solamente 
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La proteína CARM1, como ya se comentó anteriormente, es un co-regulador positivo de 

los RHN, interacciona con el dominio AD1 de la familia p160, su sobreexpresión en 

células transfectadas aumenta la actividad transcripcional  del dominio AD2, cuando se 

une al DBD de GAL4, además aumenta la actividad transcripcional de diferentes 

receptores nucleares, pero sólo cuando p160 co-expresa. CARM1 también tiene la 

capacidad de metilar los residuos 2, 17 y 26 de arginina de la histona H3 (Ma et al., 

1999). 

Las proteínas DRIPs (proteínas que interaccionan con la vitamina D) y las proteínas 

TRAPs (proteínas asociadas al receptor tiroideo), son grandes complejos que contienen 

alrededor de 14 proteínas, las cuales interaccionan con la región AF-2 dependiente de 

ligando, éstos co-activadores también contienen el motivo LXXLL que reconoce AF-2 

como los miembros de la familia p160. 

Algunos miembros de estos complejos se ha visto que tienen interacción con la RNA 

polimerasa II o con factores del inicio de la transcripción, por lo que se sugiere que 

podrían ser parte de complejos remodeladores de la cromatina (Dean et al., 2000). 

Estas proteínas son selectivos para algunos receptores, ya que las DRIPs no 

interaccionan con ER, pero si con otros factores de transcripción (Freedman et al., 

1999). 

Otro co-activador del AR es la proteína ARA70, la cual interacciona con LBD de AR de 

manera dependiente de ligando, sin embargo la proteína ARA24 interacciona con el N-

terminal de AR. 

 

1.3.4 Co-represores 

 

La unión de antagonistas esteroides al ERα promueve una interacción no productiva del 

receptor con el DNA blanco, como resultado de un cambio conformacional inducido por 

el antagonista, en la región C-terminal del receptor sobre la región AF-2. 

Análisis cristalográficos del LBD del ER muestran que la hélice 12 de AF-2 se 

posiciona de manera diferente cuando une tamoxifén, a diferencia de cuando se forma 

un complejo con agonistas; cuando se une un antagonista, la superficie hidrofóbica de la 

hélice 12, forma una interacción intramolecular con AF-2 que impide la unión de los co-

activadores. 

La imposibilidad de los co-activadores de unirse al receptor no solamente depende de 

los antagonistas, varios grupos han descubierto que la unión de los co-represores 
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también influye para evitar la actividad transcripcional del receptor. Algunos de estos 

co-represores son las proteínas NCoR (co-represor del receptor nuclear) y SMRT 

(mediador del silenciamiento de los receptores retinóico y tiroideo) (Smith et al., 1997; 

Jackson et al., 1997; Wagner et al., 1998). Estas dos proteínas existen en un complejo 

con los homólogos de mamífero del co-represor de levadura Sin3 y con deacetilasas de 

histona en levadura (HDAC). 

La función co-represora de NCoR/SMRT es dependiente de la asociación con 

Sin3/HDAC, lo que indica que la desacetilación de las histonas se lleva a cabo de 

manera conjunta con la actividad de silenciamiento de estas proteínas. Por lo tanto, 

tanto NCoR como SMRT tienen una influencia opuesta sobre la estructura de la 

cromatina que las HATs, ya que impiden el acceso de los factores de transcripción al 

DNA (Wolffe et al., 1997). En ausencia de ligando o cuando se encuentra unido un 

agonista, el receptor no interacciona con ningún co-represor, la interacción de 

NCoR/SMRT con los receptores esteroides ocurre como resultado de un cambio 

conformacional inducido por ligandos sintéticos (antagonistas). Bajo condiciones donde 

el TOT lleva a cabo una actividad parcial agonista/antagonista, la sobreexpresión de 

NCoR/SMRT inhibe parcialmente la actividad agonista del TOT (Smith et al., 1997; 

Jackson et al., 1997; Wagner et al., 1998). 

Una nueva proteína de 37 kDa se descubrió hace algunos años por reprimir de manera 

selectiva transcripcionalmente al ER, llamada, represor de la actividad del receptor de 

estrógenos (REA), esta proteína interacciona preferentemente con el complejo 

antiestrogénico-ER y potencializa la activación inhibitoria (Montano et al., 1999). 

Experimentos con modelos murinos, demuestran que los niveles de NCoR disminuyen 

en tumores resistentes a TOT, lo que sugiere que la reducción de los niveles del co-

represor permite que el TOT estimule al ER a través de la región AF-1 (Lavinsky et al., 

1998). 

 

1.3.5 La región AF-1 y AF-2 de ER� y su interacción con co-activadores y co-  

represores 

 

La región AF-1 del ER� puede actuar de manera independiente o sinergísticamente con 

AF-2 para promover una mejor activación de la transcripción, aunque no ha sido bien 

establecido cómo los dos factores interaccionan con los mismos o con diferentes co-

activadores. 
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La RNA helicasa p68 ha sido recientemente identifica por unirse 

región AF-1 del ERα, sin presentar ningún contacto con AF

sobreexpresión de p68 aumenta la 

AF-2, este efecto parece ser dependiente de la fosforilación de la Ser

que p68 podría ser un blanco para mediar la fosforilación de AF

A pesar de que los miembros p160 han sido originalmente identificados como 

activadores de AF-2, hay gran

aumentando la actividad de AF

Alen et al., 1999), de hecho, la interacción de p160 con AF

considerablemente más débil que con AF

miembros p160, se lleva a cabo hacia la región C

AD2 (Figura 4), este sitio ha sido nombrado dominio AF

receptor nuclear (NIDAF-1) (Ma 

se llevan a cabo deleciones en la caja NR observan que aumenta la actividad de AF

pero no la de AF-2, en cambio de

aumentan la actividad de AF-

unen simultáneamente con al menos dos regiones de la misma proteína p160,es decir 

existe una estrecha relación entre el 

la unión de un solo péptido en ambas regiones (

Figura 7. Estructura sinergista entre la región AF
CBP/p300 Proteína de unión a CREB; NID Dominio de int
Nucleares; AF- 1  y 2 Función de Activación 1 y 2; NR Receptor Nuclear; DBD 
Dominio de unión a DNA; p160 Proteína de 160 kDa
al., 2000). 
 

La RNA helicasa p68 ha sido recientemente identifica por unirse in vitro e in vivo

sin presentar ningún contacto con AF-2 (Endoh et al.,

sobreexpresión de p68 aumenta la actividad de AF-1, sin mostrar ningún efecto sobre 

2, este efecto parece ser dependiente de la fosforilación de la Ser-118, lo que sugiere 

que p68 podría ser un blanco para mediar la fosforilación de AF-1. 

esar de que los miembros p160 han sido originalmente identificados como 

2, hay gran evidencia de que podrían estar interaccionando y 

aumentando la actividad de AF-1 (Ma et al., 1999; Xu et al., 1998; Webb et al

9), de hecho, la interacción de p160 con AF-1 del ER� y del PR es 

considerablemente más débil que con AF-2. Por su parte, la interacción de AF

miembros p160, se lleva a cabo hacia la región C-terminal entre los dominios AD1 y 

io ha sido nombrado dominio AF-1 de interacción con el 

1) (Ma et al., 1999; Webb et al., 1998). Experimentos donde

llevan a cabo deleciones en la caja NR observan que aumenta la actividad de AF

2, en cambio deleciones en NIDAF-1 inhiben la actividad de AF

-2; estos resultados indican que tanto AF-1 como 

simultáneamente con al menos dos regiones de la misma proteína p160,es decir 

existe una estrecha relación entre el N-terminal y el C-terminal del receptor que permita 

la unión de un solo péptido en ambas regiones (Figura 7). 

 

 
. Estructura sinergista entre la región AF-1 y AF-2 y la unión de co-activadores. 

CBP/p300 Proteína de unión a CREB; NID Dominio de interacción con los Receptores 
1  y 2 Función de Activación 1 y 2; NR Receptor Nuclear; DBD 

Dominio de unión a DNA; p160 Proteína de 160 kDa (Basado del esquema de Dean 

in vivo a la 

et al., 1999), la 

ningún efecto sobre 

118, lo que sugiere 

esar de que los miembros p160 han sido originalmente identificados como co-

evidencia de que podrían estar interaccionando y 

et al., 1998; 

1 del ER� y del PR es 

a interacción de AF-1 con 

terminal entre los dominios AD1 y 

1 de interacción con el 

., 1998). Experimentos donde 

llevan a cabo deleciones en la caja NR observan que aumenta la actividad de AF-1, 

1 inhiben la actividad de AF-1, y 

como AF-2 se 

simultáneamente con al menos dos regiones de la misma proteína p160,es decir 

terminal del receptor que permita 

activadores. 
eracción con los Receptores 

1  y 2 Función de Activación 1 y 2; NR Receptor Nuclear; DBD 
(Basado del esquema de Dean et 
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Es por esto que en el laboratorio del Dr. Alfonso León del Río se planteó la hipótesis de 

que la región AF-1 del ER podría funcionar como un puerto de anclaje para el 

reclutamiento de complejos multipeptídicos a la región promotora de genes activados 

por estrógeno, de manera similar a la descrita para el dominio AF-2. Para ello se 

realizaron experimentos de doble híbrido en levadura, donde se encontraron una serie de 

factores nombrados ERAP-1-6, los cuales tienen interacción con la región AF-1 del 

ERα, uno de ellos es la proteína IFI27 (mas adelante explicaré con más detalle estos 

resultados). 

 

1.4 Proteína inducida por interferón αααα (IFI27) 

 

Uno de los factores que fueron descubiertos en nuestro laboratorio, por medio de la 

técnica de doble híbrido en levadura y que se une a la región AF-1 de ER�, es la 

proteína IFI27, p27 o ISG12 (proteína inducida por interferón �). 

El gen tiene un marco de lectura abierto el cual codifica para una proteína de 122 

aminoácidos, con un peso molecular calculado de 11,528 kDa. El codón de inicio (55-

57 nucleótidos) tiene una secuencia consenso típica en eucariotes (Kozak et al., 1987), y 

una señal de poliadenilación 21 nucleótidos río arriba del inicio de la cola de poli-A. 

Esta proteína es altamente hidrofóbica, y por lo tanto se localiza en la membrana 

externa nuclear (Martensen et al., 2001) sin embargo, no tiene un péptido señal hacia la 

región N-terminal  que lo direccionalice hacia algún compartimento celular específico 

(Rasmussen et al., 1993). 

El gen p27 se localiza en la banda 14q32 del genoma humano, región que es 

frecuentemente involucrada en traslocaciones cromosómicas, asociado con linfomas 

malignos (Russo et al., 1989; Mitelman et al., 1991). IFI27 tiene un alto grado de 

similitud (33 %) con una proteína que es inducida por interferón � (IFN�), llamada 

proteína 6-16, por lo tanto, IFI27 es estimulada tanto por interferón como por estradiol, 

dependiendo del tipo celular, sin embargo, a pesar de que la expresión de p27 es 

inducida por estradiol en células de cáncer de mama MCF7, no es dependiente de ER en 

otras líneas celulares, ya que altos niveles del transcrito de p27 fueron detectados tanto 

en líneas celulares negativas al receptor de estrógenos, como en carcinomas de glándula 

mamaria ER negativas (Rasmussen et al., 1993). 

Los interferones, los cuales son una clase de citocinas, forman parte de las defensas 

naturales del cuerpo en respuesta a infecciones virales, bacterianas, parasitarias y sobre 
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todo a tumores, y se ha sugerido que los genes IFNα/β representan una clase de genes 

supresores de tumores (Cowan et al., 1988; Díaz et al., 1988; Pitha et al., 1990; James 

et al., 1991), éstos llevan a cabo su efecto antitumoral afectando funcionalmente al 

sistema inmune o directamente sobre las células tumorales. Se cree que los IFNs median 

estos efectos por medio de la inducción o la represión de múltiples proteínas, llamadas 

ISGs (genes inducidos por interferón) (Pestka et al., 1987; Kerr et al., 1991; Sen et al., 

1992) e IFI27 es una de ellas, aunque sus efectos antitumorales aún no han sido 

descritos. 

Por otro lado, el incremento en la expresión del gen de p27 se detecta solamente en 

algunos tumores de glándula mamaria, lo que indicaría que en estos tumores se 

producen altos niveles o son sensibles a IFNα/β (Rasmussen et al., 1993), diversos 

estudios han demostrado altos niveles de mRNA de p27 en tumores de cáncer de mama, 

colon, estómago y pulmón. Además se ha utilizado a IFI27 como marcador tumoral. 

Estudios realizados donde administran conjuntamente IFN� y TOT a un modelo de 

ratones con cáncer de mama, observan que existe una inhibición sinergista en el 

crecimiento de la glándula mamaria, esto hace pensar que el tamoxifén podría estar 

aumentando la actividad antitumoral del IFN� a través del aumento en la expresión de 

ISGs (Lindner et al., 1997). 

Inclusive, el IFN� por sí solo es capaz de inducir la expresión de ISGs en células ER 

negativas. 

Estos antecedentes generan controversia sobre el efecto de IFI27 sobre células de cáncer 

de mama, ya que al ser estimulado por IFN, podría actuar como un gen supresor de 

tumores, pero por otro lado, si es estimulado por estradiol, entonces su función sería 

activando la transcripción de genes sensibles a hormona a través de su unión con ER. 
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HIPÓTESIS 

 

El dominio AF-1 del ERα funciona como un puerto de anclaje para el reclutamiento de 

complejos multipeptídicos a la región promotora de genes activados por estrógenos, de 

manera similar a la descrita para el dominio AF-2. La proteína IFI27 podría actuar como 

mediador del sinergismo observado entre las regiones AF-1 y AF-2 en la activación 

transcripcional mediada por estrógenos. 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

 

Determinar el papel funcional de IFI27 sobre la regulación a nivel  transcripcional del 

ERα. 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 

• Clonar a la proteína IFI27 en el vector pcDNA3.1+ 

• Determinar la presencia de IFI27 en el interior del núcleo y su colocalización con el   

                  ERα, al estimular con estradiol. 

• Caracterizar funcionalmente a la proteína IFI27 sobre la actividad transcripcional del   

            ERα. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

4.1 Clonación de factores nucleares que interaccionan directamente con la región 

AF-1 de ERαααα humano por el método de doble híbrido 

 

Para poner a prueba la hipótesis, en el laboratorio del Dr. Alfonso León del Río se 

decidió utilizar al dominio AF-1 del receptor de estrógenos como una carnada molecular 

para identificar, a partir de una biblioteca genética humana, a genes cuyos productos 

modificarían la actividad de ER a través de su unión con el dominio AF-1. 

 

Con la finalidad de clonar a estas proteínas, se decidió utilizar al sistema de doble 

híbrido en levadura (Y2H) (Matchmaker two-hybrid system 2 Clontech Laboratorios, 

Inc), el cual permite identificar interacciones proteína-proteína en un sistema in vivo 

como Saccharomyces cerevisiae. 

 

El sistema utiliza un fragmento de una proteína conocida, unida al dominio de unión a 

DNA de la proteína GAL4 (aa 1-147) de S. cerevisiae como carnada para “atrapar” 

proteínas que interactúen con ella. Con esta proteína carnada se tamiza una genoteca de 

cDNA fusionada al dominio de trans-activación de GAL4 (aa 768-881). Una interacción 

positiva entre la carnada (AF-1) y proteínas de la genoteca, restaurará la integridad del 

factor GAL4, activando los genes reporteros His3 y LacZ que se encuentran bajo el 

control de elementos de respuesta de GAL4 (Figura 8). Este sistema se basa en una 

doble selección, en aquellas levaduras donde AF-1 se asocia a algunas proteínas de la 

genoteca humana, la activación de GAL4 permitirá a estas células sobrevivir en medios 

de cultivo que carezcan de los aminoácidos leucina y triptofano. Las colonias 

resultantes son transferidas a un filtro de nitrocelulosa para llevar a cabo el ensayo de la 

actividad de β-galactosidasa, otro gen reportero activado por la unión de AF-1 y 

proteínas de la genoteca. La doble selección minimiza las posibilidades de obtener 

falsos positivos y permite la identificación de interacciones específicas entre proteínas 

desconocidas. 

 

Neevia docConverter 5.1



Para asegurar que todos los genes humanos estuvieran representados en el experimiento 

se realizaron dos tamizajes secuenciales con tres millones de clonas cada uno (3 x 106 

clonas). Al sembrar las células de levadura en medio restrictivo sin leucina se 

obtuvieron 102 colonias, de las cuales sólo 48 dieron positivo para la actividad de β-

galactosidasa. Los plásmidos que codifican a estas proteínas fueron aislados y las 

secuencias de DNA mostraron que las 48 colonias representaban diferentes fragmentos 

de 6 genes distintos que no han sido previamente caracterizados en la base de datos del 

NCBI y a las cuales se denominó Estrogen Receptor Associated Proteins (ERAP-1-6). 

Entre ellos se encuentra la proteína IFI27, cuya función sobre el ERα es aún 

desconocida. 

 

4.2 Clonación de la proteína IFI27 en el vector pcDNA 3.1(+) 

 

Para poder conocer la función de IFI27 sobre la actividad de ERα es necesario realizar 

transfecciones transitorias en células humanas, para ello es indispensable tener a cada 

uno de los genes clonados en algún vector. El vector que se utilizó para clonar al gen de 

la proteína IFI27 fue el vector pcDNA 3.1(+) (Figura 8), el cual es un vector de 

expresión de mamíferos derivado del vector de expresión pcDNA3, contiene el 

promotor CMV y un gen resistente a neomicina y ampicilina, este vector permite 

obtener altos niveles de expresión en transfecciones estables y transitorias de células de 

mamífero. 

 
 

Figura 8. Vector pcDNA3.1(+) Invitrogen. Vector de 5.4 kb derivado del vector pcDNA 
3, diseñado para obtener alto niveles de expresión en transfecciones estables y 
transitorias en células de mamífero. Contiene el PCMV Promotor del citomegalovirus 
humano; un sitio múltiple de clonación con orientación “forward” y “reverse” para 
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facilitar la clonación y un gen de resistencia a neomicina para la selección de líneas 
celulares estables. 
Los oligonucleótidos que se diseñaron para amplificar por PCR al cDNA que codifica a 

IFI27 entre los sitios de restricción EcoRI y XhoI fueron los siguientes: 

 

“FORWARD”:        5´ AAGAATTCATGGAGGCCTCTGCTCTCACC  3´ 

“REVERSE”:          5´ AACTCGAGCTAGTAGAACCTCGCAATGAC  3´ 

 

El tamaño del producto de PCR esperado es de 366 pb. 

 

Nota: El oligonucleótido  “forward” tiene el sitio de restricción EcoRI (negritas y 

subrayado), mientras que el oligonucleótido “reverse” incluye el sitio de restricción 

XhoI (negritas y subrayado). 

El protocolo es el siguiente: 

 

1.- Cuantificación de RNA. 

a) Hacer una dilución del RNA (1 ml agua dd + 1 µl RNA). 
b) Leer la absorbancia a 260 nm. 
c) Calcular la concentración del RNA, multiplicando la absorbancia por un factor 

de 40, el resultado tendrá las unidades en µg/µl. 
 
2.- RT-PCR. 
 

a) Preparar la siguiente mezcla de reacción: 
                  

Reactivo Volumen (µµµµl) 

RNA (5µg) 1.2 

Oligo dT  1 

dnTP´s (10nM) 1 

Agua 8.8 

 

a) Incubar 5 min. a 65°C. 
b) Enfriar en hielo y agregar: 

Reactivo Volumen (µµµµl) 

Buffer 5x first-trand 4 

DTT  (0.1M) 2 

Inhibidor de RNasas  1 
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c) Mezclar e incubar a 42°C por 2 min. 
d) Agregar 2 µl de la enzima SuperScript II (transcriptasa reversa). 
e) Incubar a 42°C por 50min. 
f) Inactivar a la enzima, incubando a 70°C por 15 min. 
g) Agregar 1 µl de RNasa H. 
h) Incubar a 37°C por 20 min. 
i) Conservar la muestra a 4°C. 

 

3.- PCR. 

a) Preparar la siguiente mezcla de reacción. 

Reactivo Volumen (µµµµl) 
Buffer de PCR 10X 5 

MgCl2 (50mM) 1.5 
“Primer forward” (10 nM) 5 
“Primer reverse” (10nM) 5 

dnTP´s (10nM) 1 
Taq polimerasa 0.5 

cDNA  2 
Agua 30 

 

Bajo las siguientes condiciones: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) Fraccionar electroforéticamente en un gel de agarosa una alícuota del 
producto de PCR para corroborar la amplificación del fragmento. 

b) Precipitar el producto de PCR (Ver material y métodos precipitación de 
DNA). 

c) Reacción de digestión del vector pcDNA 3.1(+) para generar los sitios de 
restricción EcoRI y XhoI donde se clonará a IFI27. Para ello se preparó la 
siguiente mezcla de reacción y se dejó incubando a 37°C toda la noche 
(O/N). 

 

                 Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) 

Desnaturalización inicial 
del DNA 94 4 

Amplificación 40 ciclos    

Desnaturalización del 
DNA  94 0.5 

Unión de 
oligonucleótidos al 

molde 58 0.5 

Síntesis  72 0.5 

Síntesis final 72 10 
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Reactivo Volumen (µµµµl) 
DNA (4 ng/µl) 8 

Buffer 10X 1.5 
BSA 10X 1.5 

Enzima EcoR1 (10 υ/µl) 0.2 
 

Enzima XhoI (10 υ/µl) 0.2 

Agua 3.6 
Volumen final 15 

 
d) Precipitar la reacción de digestión del  vector. 
e) Verificar por electroforesis en gel de agarosa las concentraciones tanto del 

vector como la del fragmento de IFI27. 
f) Reacción de ligación de IFI27 al vector pcDNA 3.1(+). La mezcla de 

reacción fue la siguiente, ésta se dejó incubando a 4°C O/N. 
  

Reactivo Volumen (µµµµl) 
DNA  4 

Vector (40 ng) 0.26 
Enzima ligasa (3 υ/µl) 1 
Buffer de ligación 5X 2 

 
Agua 2.74 

Volumen final de la 
reacción 

10 

 

g) Transformar células XL1-Blue por choque térmico con la reacción de 
ligación (Ver material y métodos transformación por choque térmico). 

h) Crecer las colonias transformantes en medio LB con ampicilina (Amp). 
Dejar incubando O/N a 37°C con agitación constante. 

i) Hacer extracción del plásmido a pequeña escala (minipreparaciones) (Ver 
material y métodos minipreps). 

j) Cortar el plásmido con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI, separar en 
un gel de agarosa y verificar que se libere un inserto del tamaño esperado 
(366 pb). 

k)  Ya que se corroboró que alguna clona es positiva, es decir que contiene el 
fragmento de IFI27, entonces se hacen maxipreparaciones, extracción del 
plásmido a gran escala (Ver material y métodos maxipreps). 

Los demás genes necesarios para las transfecciones transitorias (ER, ERE y β-gal), ya 

se encontraban clonados, así que, como parte de esta tesis, lo que se realizó fue la 

extracción del plásmido a gran escala (maxipreps), lo mismo para cada uno de los co-

activadores hasta el momento ya conocidos que se unen a la región AF-2, como SRC-1, 

CBP/p300 y los clonados en el laboratorio como ERAP-1, uno de los factores ERAP 

que se encontraron por medio del doble híbrido y que interacciona con la región AF-1 

de ERα; así como algunos co-represores como NCoR y SMRT. 
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4.3 Cultivos celulares 

 
1.- Descongelar de nitrógeno líquido células de hepatoblastoma humano (HepG2)   
    (American Type-Cell Collection) y transferirlas a cajas petri de 15 cm de diámetro en 
una  
    campana de flujo laminar previamente tratada con luz UV. 
2.- Mantenerlas en 20 ml de medio α−MEM (GIBCO) suplementado con 10 % de FBS  
    (HyClone) y penicilina/estreptomicina (GIBCO) a 37°C en una atmósfera al 5% de 
CO2. 

3.-Determinar la ausencia de contaminación por bacterias y hongos, así como la 
confluencia  
    de las células, observando diariamente las células al microscopio. 
4.-Reemplazar el medio cada tercer día, lavando las células con PBS (GIBCO) dos 
veces y  
    mantenerlas en medio α−MEM. 
5.-Dividir a las células una vez que lleguen a una confluencia del 80%. 
 

a)  Lavar a las células con PBS/EDTA (GIBCO) para facilitar su desprendimiento. 
b)  Agregar 2 ml de Tripsina/EDTA 10 X (GIBCO). 
c)  Incubar a 37°C por 5 min con 5 % de CO2 para despegar a la mayoría de las células de la 

superficie. 
d)  Resuspender las células en el medio de cultivo varias veces para disgregarlas 

perfectamente, evitando la formación de grumos. 
e)  Mantenerlas en medio de cultivo bajo las condiciones antes mencionadas. 
 

4.4 Transfecciones transitorias 

 

La expresión de las proteínas IFI27, ERα, luciferasa, β-galactosidasa, SRC-1 y ERAP-1 

en células HepG2, se realizó mediante ensayos de transfección transitoria, los cuales 

consisten en la inserción de plásmidos que contienen el cDNA que codifica para cada 

una de estas proteínas a células eucariotes, en donde el DNA insertado, no es 

incorporado al material genético de la célula, sino simplemente es expresado 

transitoriamente. 

El proceso mediante el cual el DNA es introducido a la célula, es a través de la 

formación de cristales de fosfato de calcio, una solución salina de buffer HEPES 

(HeBS) que presenta iones fosfato, se mezcla con una solución de cloruro de calcio, la 

cual contiene al DNA que será introducido, una vez mezcladas ambas soluciones, se 

forma un precipitado  de fosfato de calcio, el cual lleva en su superficie el DNA que 

será transfectado, éste precipitado se introduce a las células junto con el DNA. 

El protocolo es el siguiente:  
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1.- Lavar a las células con PBS/EDTA dos veces. 
2.- Agregar 2 ml de tripsina e incubar 5 min. a 37°C con 5% de  CO2 . 
3.- Colectar las células y resuspenderlas para disgregar y sea más fácil su conteo. 
4.- Tomar 200 µl de células y pasarlas a un tubo eppendorf. 
5.- De los 200 µl tomar 90 µl y agregarles 10 µl de azul de tripano (colorante que tiñe 
de  
     azul a las células muertas). 
6.- Tomar 10 µl de la mezcla y colocarlos en la Cámara de Newbawer, contar el número 
de  
     células vivas. 
7.- Hacer el cálculo para sembrar 500,000 células en cada pozo. 
8.- Sembrar las 500,000 células en cada pozo de 6 wells en medio Alpha MEM e 
incubar  
     bajo las mismas condiciones. 
9.- Al día siguiente, cambiar el medio a las células. 
10.-En tubos falcon preparar la siguiente mezcla de reacción en el orden indicado: 
 

a) Agua 
b) DNA y vortexear. 
c) CaCl2 agregar gota a gota sin mezclar. 
d) Buffer 2X primero agregar 3 gotas y lo restante con agitación continua. 
e) Vortexear por 20 seg. 
f) Incubar por 20 min. a TA. 
g) Agregar la mezcla a cada pozo (260 µl). 
h) Incubar por 4 hrs. a 37°C. 
i) Lavar con PBS para eliminar el exceso de cristales de fosfato de calcio, ya 

que    
                 éste puede provocar toxicidad a las células después de un largo tiempo de  
                 exposición. 

j) Estimular con estradiol a una concentración final de 1 µM para cada pozo.  
k) Incubar O/N a 37°C con 5% de CO2. 

 

4.5 Ensayo de Luciferasa y β β β β-galactosidasa 

 

La luciferasa es una enzima comúnmente utilizada por emitir bioluminiscencia, ya que 

cataliza la oxidación de sus sustrato (luciferina), produciendo gran cantidad de energía, 

ésta energía es transformada en luz casi en su totalidad, la cual es captada por un 

luminómetro. 

La luciferasa es utilizada como una proteína reportera, capaz de medir la actividad 

transcripcional de ER� al estar unida a tres secuencias palindrómicas de ERE, las cuales 

son reconocidas por el receptor para activar la transcripción. 

La proteína sintetizada es capaz de catalizar la oxidación de la luciferina y emitir la luz, 

la cual, es proporcional a la proteína producida. 
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La β-galactosidasa es una enzima que digiere a la lactosa en glucosa y galactosa, una 

vez que se une a su sustrato, produce un compuesto de color capaz de normalizar los 

datos obtenidos de la actividad de la luciferasa, ya que de esta forma se puede 

determinar la eficiencia de la transfección. 

Para llevar a cabo estos ensayos el protocolo es el siguiente: 

1.- Eliminar el medio a las células. 
2.- Lavarlas con PBS 1X dos veces. 
3.- Agregar 200 µl de buffer de lisis a cada pozo. 
4.- Incubar por 20 min. a 4°C. 
5.- Recuperar las células y colocarlas en tubos eppendorf. 
6.- Centrifugar las células 30 seg. a máxima velocidad. 

a) Ensayo de β-galactosidasa: 
     
            1.- Agregar 20 µl del sobrenadante de las células a un tubo para luminómetro. 
           2.- Agregar 100 µl de buffer RX (β-gal mas galactón). 
           3.- Incubar 1 hr a TA. 
           4.- Agregar 100 µl de acelerador. 
           5.- Mezclar y leer. 
    

b) Ensayo de luciferasa: 
 
1.- Agregar 25 µl de la solución KTME más DTT a un tubo para luminómetro. 
2.- Agregar 100 µl del sobrenadante del las células. 
3.- Agregar 100 µl de la mezcla de reacción (KTME, DTT, ATP y Luciferina). 
4.- Mezclar y leer. 
 

4.6 Análisis estadístico de las transfecciones transitorias 

 

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, los resultados de la lectura de 

la luciferasa fueron normalizados con los valores obtenidos del ensayo de �-

galactosidasa y expresados en actividad de luciferasa. Los ensayos fueron realizados 

con sus controles sin estímulo de estradiol, para poder comparar entre un efecto con E2 

y sin E2. Cada experimento tiene un valor de desviación estándar. 

 

4.7 Análisis del anticuerpo comercial de IFI27 

 

Para corroborar que el anticuerpo comercial de IFI27 (Abnova) reconociera a la proteína 

en extractos celulares de células HepG2 y células de adenocarcinoma de glándula 

mamaria (MCF7), se realizaron ensayos de Western Blot. 
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1.- Obtención de extractos totales. 

a) Lavar con PBS 1X una caja de 15 cm de diámetro con células HepG2 y MCF7, para 
eliminar a las células que se estuvieran despegando. 

b) Tripsinizar a las células por 5 min a 37°C. 
c) Se pasan todas las células resuspendidas a un tubo falcon. 
d) Centrifugar a  3,000 rpm por 8 min. 
e) Lavar con TBS 1X dos veces. 
f) Eliminar el TBS 1X, secar el pellet y conservarlo a -70°C. 
g) Disolver el pellet en PBS1X. 

 
2.- Western blot 

a) Preparar geles de poliacrilamida al 12% (Ver apéndice). 
b) Agregar a la muestra buffer de corrida 5X. 
c) Correr el gel a 100 V por 2 hrs aprox. 
d) Transferirlo a una membrana de PVDF a 150 mA y 100 V por 50 min. 
e) Incubar la membrana en solución de bloqueo O/N a 4°C con agitación suave. 
f) Desechar la solución de bloqueo y agregar el anticuerpo �IFI27 1:1,000 o 1:500, 

preparado en solución de bloqueo 
g) Incubar a TA por 3 hrs. 
h) Eliminar la solución con el anticuerpo y lavar 4 veces con TBS-T 1X al 0.05% de 

Tween por 5 min cada lavado. 
i) Agregar el anticuerpo secundario preparado en solución de bloqueo 1:6,000. 
j) Incubar por 1 hr a TA con agitación suave. 
k) Lavar 3 veces 10 min cada uno con PBS-T 1X. 

 

3.- Revelado de la membrana (Se debe realizar en el cuarto oscuro). 

 
a) Preparar la solución de revelado para quimioluminiscencia (Ver apéndice). 
b) Agregar la solución de revelado a la superficie de la membrana y dejar actuar por 5 min. 
c) Colocar la membrana dentro de un casette para protegerla de la luz. 
d) Cortar una película del mismo tamaño de la membrana  y colocarla encima de ésta. 
e) Incubar por 5 min 
f) Sumergir la membrana en solución de revelado hasta que empiecen a aparecer las 

bandas. 
g) Sumergir la membrana en agua para eliminar restos de la solución de revelado. 
h) Sumergir la membrana en solución fijadora por 1 min. 

 

4.8 Inmunolocalización 

 

Existen reportes donde inmunolocalizan a la proteína IFI27 en la membrana externa 

nuclear, sin embargo, no hay estudios hoy en día, donde la detecten dentro del núcleo, 

para nosotros es muy importante conocer si ésta proteína se internaliza al núcleo, debido 

a que ahí, es donde podría estar llevando a cabo su función sobre la trans-activación 

Neevia docConverter 5.1



mediada por el receptor de estrógenos. Además de observar su presencia en el interior, 

también es muy importante ver si colocaliza con el ER. 

Tanto su internalización al núcleo, como su colocalización con ER, deben ser mediadas 

por un estímulo de estradiol. 

Para poder observar todos estos cambios de relocalización nuclear, se hicieron 

experimentos de inmunolocalización con células HepG2 y MCF7, con y sin estímulo de 

estradiol.  

Se utilizaron cuatro anticuerpos, uno contra el ER�, otro contra la proteína IFI27 y los 

otros dos fueron anticuerpos secundarios acoplados a fluoróforos, el de rodamina (rojo) 

para detectar al ER� y el otro acoplado a FITC (verde), para detectar a IFI27, además se 

utilizó al fluoróforo DAPI (azul) para localizar a los núcleos. 

 

El protocolo es el siguiente: 

 
1.- Sembrar alrededor de 30 a 50 mil células en platos 6 wells con vidrios de reloj 
estériles   
     en su interior, ya a las 4 hrs dar el estímulo de estradiol a las que corresponda. 
2.- Incubar a 37°C O/N con 5% de CO2. 

3.- Lavar 3 veces con 1 ml de PBS 1X. 
4.- Fijar las células con  500 µl de paraformaldehido al 3%  por 20 min. 
5.- Lavar 2 veces con 1 ml de PBS 1X. 
6.- Incubar 5 min con NH4Cl (50 mM). 
7.- Lavar con PBS 1X. 
8.- Permeabilizar las células con 1 ml de PBS-tritón al 0.1 % por 15 min. 
9.- Bloquear con 1 gota de image T-Fx Signal Enhancer  (Invitrogen) o BSA al 3 % por 
30  
     min. 
10.- Lavar 2 veces con PBS 1X. 
11.- Agregar  100 µl de los anticuerpos primarios (ER- 1:300 e IFI27- 1:500). 
12.- Incubar a 4°C O/N sellados para evitar que se sequen. 
13.- Lavar 3 veces con PBS 1X. 
14.- Agregar 200 µl del anticuerpo secundario (1:1,000 para ambos anticuerpos). 
15.- Incubar 3 hrs a TA. 
16.- Lavar 3 veces con PBS 1X. 
17.- Montar los vidrios de reloj con las células en portaobjetos con una gota de Prolong 
Gold  
       Antifade con DAPI (Invitrogen) y sellar con barniz de uñas. 
18.- Almacenar a 4°C protegidos de la luz. 
19.- Observar al microscopio de fluorescencia. 
 

4.9 Precipitación de DNA 

1.- Agregar 50 µl de AcNH4 10 M. 
2.- Agregar 200 µl de isopropanol. 
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3.- Agregar 2 µl de glicógeno. 
4.- Centrifugar a máx velocidad por 20 min. 
5.- Resuspender en TE. 
 

4.10 Transformación por choque térmico 

1.- Descongelar en hielo células competentes XL-1 Blue (tratadas con CaCl2). 
2.- Pasar a un tubo 100 µl de células competentes más toda la reacción de ligación. 
3.- Incubar en hielo por 30 min. 
4.- Incubar a 42°C por 50 seg. 
5.- Incubar 1 min en hielo. 
6.- Agregar 1 ml de medio LB. 
7.- Incubar a 37 °C con agitación constante por 1.5 hrs. 
8.- Centrifugar 1 min a 8,000 rpm. 
9.- Decantar el sobrenadante. 
10.- Resuspender en 200 µl de medio LB. 
11.- Plaquear en cajas con medio LB más ampicilina. 
12.- Incubar las cajas a 37°C O/N. 
 

4.11 Minipreparaciones 

1.- Crecer un cultivo del plásmido en 2 ml de medio LB con ampicilina  O/N a 37°C 
con  
     agitación constante. 
2.- Centrifugar a 8,000 rpm por 2 min. 
3.- Resuspender el pellet en 100 µl de ETC (Ver apéndice) más 2 µl de RNasa (10 
mg/ml) y  
     1 µl de lisozima (200 µg/ml). 
4.- Agregar 250 µl de agua y vortexear. 
5.- Incubar 10 min a TA. 
6.- Agregar 300 µl de la solución I para extracción de plásmidos (Ver apéndice). 
7.- Agregar 100 µl de cloroformo y mezclar (No vortexear). 
8.- Agregar 300 µl de la solución II para extracción de plásmidos (Ver apéndice), 
mezclar  
     (No vortexear). 
9.- Centrifugar 2 min a máx velocidad. 
10.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. 
11.- Incubar 10 min a 37 °C. 
12.- Agregar un volumen de etanol al 100%. 
13.- Centrifugar por 30 min. a máx velocidad a 4°C. 
14.- Descartar el sobrenadante y lavar 2 veces con etanol al 70%. 
15.- Descartar el sobrenadante y resuspender en TE. 
 

4.12 Maxipreparaciones 

1.- Crecer un cultivo del plásmido en 300 ml de medio LB con ampicilina O/N a 37°C 
con  
     agitación constante. 
2.- Resuspender en 8 ml de ETC (Ver apéndice), agregar 25 mg de lisozima. 
3.- Agregar 3 ml de agua e incubar 10 min a TA. 
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4.- Agregar 10 ml de solución I para extracción de plásmidos (Ver apéndice). 
5.- Agregar 3 ml de cloroformo y mezclar (No vortexear). 
6.- Incubar 5 min en hielo. 
7.- Agregar 5 ml de la solución II para extracción de plásmidos (Ver apéndice), mezclar 
(No  
     vortexear). 
8.- Incubar 5 min en hielo. 
9.- Centrifugar 10 min a 15,000 rpm. 
10.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. 
11.- Agregar 13 ml de isopropanol. 
12.- Incubar 5 min en hielo. 
13.- Centrifugar 20 min a 15,000 rpm. 
14.- Descartar el sobrenadante y disolver el pellet en 4 ml de TE. 
15.- Agregar 2 ml de LiCl 10 M e incubar el hielo 10 min. 
16.- Centrifugar 10 min a 10,000 rpm. 
17.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y agregar 4 ml de isopropanol. 
18.- Incubar en hielo 5 min. 
19.- Centrifugar 20 min a 15,000 rpm y descartar el sobrenadante. 
20.- Resuspender el pellet en 2 ml de TE. 
21.- Agregar 2 gr de CsCl y 100 µl de bromuro de etidio (10 mg/ml). 
22.- Centrifugar 10 min a 4,000 rpm. 
23.- Transferir la mezcla a tubos especiales para ultracentrífuga y sellarlos. 
24.- Centrifugar a 80,000 rpm O/N a 22 °C. 
25.- Extraer la banda de DNA plásmídico. 
26.- Extraer el bromuro de etidio 3 o 4 veces con alícuotas de 1 ml de butanol hasta que  
       desaparezca la coloración rosada. 
27.- Agregar agua hasta un volumen de 1 ml y transferirlo a tubos corex. 
28.- Agregar 800 µl de agua, 1 ml de AcNa 3M pH 5.2 y 6 ml de etanol al 100%. 
29.- Centrifugar 15 min a 15,000 rpm a 4°C, descartar el sobrenadante. 
30.-Disolver el pellet en TE. 
31.-Precipitar el DNA con 40 µl de AcNa 3M pH 5.2 y 880 µl de etanol al 100%. 
32.- Centrifugar 5 min a máx velocidad. 
33.- Lavar 2 veces con etanol al 70%. 
34.- Disolver el pellet en TE. 
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5.1 Clonación del cDNA de IFI27 

 

Con el propósito de caracterizar funcionalmente a la proteína IFI27 como un posible 

corregulador de ER se amplificó

Los oligonucleótidos utilizados, así como sus temperaturas de alineación son  descritos en la 

sección de métodos.  Como se muestra en la Figura 9

amplificación de una fragmen

concuerda con el tamaño del RNAm de IFI27 cuya secuencia publicada es de 366 pb. 

 

Figura 9. Amplificación por PCR del cDNA de IFI27. Fraccionamiento electroforético del 
PCR en un gel de agarosa al 1.5
molecular; 1) cDNA de IFI27; 2) Control negativo. 
 

El producto de PCR se precipitó y se ligó al vector  pcDNA 3.1

con las enzimas de restricción 

enzima  ligasa durante 16 horas a 4°C, después de este tiempo 10

utilizados para transformar a la cepa XL

procedimiento fueron utilizadas para aislar 

presencia del inserto de IFI27 mediante 

se utilizaron las enzimas EcoR

RESULTADOS 

5.1 Clonación del cDNA de IFI27  

Con el propósito de caracterizar funcionalmente a la proteína IFI27 como un posible 

se amplificó el RNAm de este factor mediante la técnica de RT

Los oligonucleótidos utilizados, así como sus temperaturas de alineación son  descritos en la 

Como se muestra en la Figura 9, este ensayo dio por resultado la 

amplificación de una fragmento de DNA de aproximadamente 400 pb. Este resultado 

concuerda con el tamaño del RNAm de IFI27 cuya secuencia publicada es de 366 pb. 

 
 

. Amplificación por PCR del cDNA de IFI27. Fraccionamiento electroforético del 
PCR en un gel de agarosa al 1.5 % teñido con bromuro de etidio. MP Marcador de peso 
molecular; 1) cDNA de IFI27; 2) Control negativo.  

se precipitó y se ligó al vector  pcDNA 3.1(+)  previamente digerido 

con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI. La reacción de ligación fue catalizada por la 

enzima  ligasa durante 16 horas a 4°C, después de este tiempo 10 µl de la reacción fueron 

utilizados para transformar a la cepa XL-1 Blue de E. coli.  Las colonias resultantes de este 

procedimiento fueron utilizadas para aislar el vector pcDNA 3.1(+) y determinar la 

presencia del inserto de IFI27 mediante enzimas de restricción (Figura 10).  Para este ensayo 

EcoRI y XhoI que son las mismas utilizadas para la inserción del 

Con el propósito de caracterizar funcionalmente a la proteína IFI27 como un posible 

de este factor mediante la técnica de RT-PCR.  

Los oligonucleótidos utilizados, así como sus temperaturas de alineación son  descritos en la 

, este ensayo dio por resultado la 

to de DNA de aproximadamente 400 pb. Este resultado 

concuerda con el tamaño del RNAm de IFI27 cuya secuencia publicada es de 366 pb.  

. Amplificación por PCR del cDNA de IFI27. Fraccionamiento electroforético del 
MP Marcador de peso 

(+)  previamente digerido 

ación fue catalizada por la 

µl de la reacción fueron 

.  Las colonias resultantes de este 

el vector pcDNA 3.1(+) y determinar la 

).  Para este ensayo 

I que son las mismas utilizadas para la inserción del 
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fragmeto de IFI27 en pcDNA3.1 (+

resultado la aparición de una banda de 400 pb aprox

del inserto. 

 

Figura 10. Reacción de digestión con las enzimas 
IFI27. Fraccionamiento electroforético de la reacción de digestión en un gel de agarosa al 
1.5 % teñido con bromuro de etidio.
 

5.2 Western Blot 

 

Para corroborar que el anticuerpo comercial de IFI27 y

las proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7, se realizaron Western Blots, 

para ello se corrieron las muestras en geles de poliacrilamida, posteriormente se transfirieron 

a una membrana de PVDF y se realizó la inmnodetección por la técni

quimioluminiscencia (Figura 11

fragmeto de IFI27 en pcDNA3.1 (+). Aquellas preparaciones del vector que dieran por 

resultado la aparición de una banda de 400 pb aproximadamente, confirmarían la presencia 

 
 

. Reacción de digestión con las enzimas EcoRI y XhoI de las clonas 1, 2, 3 y 4 de 
Fraccionamiento electroforético de la reacción de digestión en un gel de agarosa al 

1.5 % teñido con bromuro de etidio. MP Marcador de peso molecular. 

Para corroborar que el anticuerpo comercial de IFI27 y el anticuerpo anti ER, detectab

las proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7, se realizaron Western Blots, 

para ello se corrieron las muestras en geles de poliacrilamida, posteriormente se transfirieron 

a una membrana de PVDF y se realizó la inmnodetección por la técni

Figura 11). 

). Aquellas preparaciones del vector que dieran por 

, confirmarían la presencia 

I de las clonas 1, 2, 3 y 4 de 
Fraccionamiento electroforético de la reacción de digestión en un gel de agarosa al 

el anticuerpo anti ER, detectaban a 

las proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7, se realizaron Western Blots, 

para ello se corrieron las muestras en geles de poliacrilamida, posteriormente se transfirieron 

a una membrana de PVDF y se realizó la inmnodetección por la técnica de 
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Figura 11. Western Blot. Extractos totales de células HepG2 y MCF7. Inmunodetección de 
las proteínas IFI27 y ER con anticuerpos comerciales.
con un título de anticuerpo 1: 4000; Carriles 3 y 4 Inmunodetección de IFI27 con un título 
de anticuerpo 1: 1000; Carriles 5 y 6 Inmunodetección de IFI27 con un título de anticuerpo 
1: 500; Carriles 1, 3, y 5 Inmunodetección utilizando células HepG2
Inmunodetección utilizando células MCF7.
 

La Figura 11 muestra la inmunodetección

(carriles 3, 4, 5 y 6) de extractos totales de células HepG2 (carriles 1, 3 y 5) y de células 

MCF7 (carriles 2, 4 y 6). Se utilizó un título del anticuerpo para ER de 1: 4,000 (carriles 1 y 

2),  y para el caso del anticuerpo de IFI27 se utilizar

1:500 (carriles 5 y 6). Los resultados muestra

proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7 a las concentraciones probadas en 

este ensayo, debido a que se puede observar la presencia de bandas alrededor de los 66 kDa 

para el caso de ER y de 15 kDa para IFI27, ya que estos son los pesos moleculares 

esperados, respectivamente. 

 

5.3 Inmunolocalización de IFI27 en células humanas.

 

Con respecto a su localización celular, estudios realizados por otros investigadores han 

reportado la presencia de IFI27 asociada a la membrana 

 
 

. Western Blot. Extractos totales de células HepG2 y MCF7. Inmunodetección de 
las proteínas IFI27 y ER con anticuerpos comerciales. Carriles 1 y 2 Inmunodetección
con un título de anticuerpo 1: 4000; Carriles 3 y 4 Inmunodetección de IFI27 con un título 
de anticuerpo 1: 1000; Carriles 5 y 6 Inmunodetección de IFI27 con un título de anticuerpo 
1: 500; Carriles 1, 3, y 5 Inmunodetección utilizando células HepG2; Carriles 2, 4 y 6 
Inmunodetección utilizando células MCF7. 

muestra la inmunodetección de las proteínas ER (carriles 1 y 2) e IFI27 

(carriles 3, 4, 5 y 6) de extractos totales de células HepG2 (carriles 1, 3 y 5) y de células 

MCF7 (carriles 2, 4 y 6). Se utilizó un título del anticuerpo para ER de 1: 4,000 (carriles 1 y 

del anticuerpo de IFI27 se utilizaron dos títulos, 1:1,000 (carril

Los resultados muestran que ambos anticuerpos reconocen

proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7 a las concentraciones probadas en 

e ensayo, debido a que se puede observar la presencia de bandas alrededor de los 66 kDa 

para el caso de ER y de 15 kDa para IFI27, ya que estos son los pesos moleculares 

5.3 Inmunolocalización de IFI27 en células humanas. 

respecto a su localización celular, estudios realizados por otros investigadores han 

reportado la presencia de IFI27 asociada a la membrana externa nuclear, pero hasta el 

. Western Blot. Extractos totales de células HepG2 y MCF7. Inmunodetección de 
Carriles 1 y 2 Inmunodetección de ER 

con un título de anticuerpo 1: 4000; Carriles 3 y 4 Inmunodetección de IFI27 con un título 
de anticuerpo 1: 1000; Carriles 5 y 6 Inmunodetección de IFI27 con un título de anticuerpo 

; Carriles 2, 4 y 6 

de las proteínas ER (carriles 1 y 2) e IFI27 

(carriles 3, 4, 5 y 6) de extractos totales de células HepG2 (carriles 1, 3 y 5) y de células 

MCF7 (carriles 2, 4 y 6). Se utilizó un título del anticuerpo para ER de 1: 4,000 (carriles 1 y 

on dos títulos, 1:1,000 (carriles 3 y 4) y 

n que ambos anticuerpos reconocen a las 

proteínas en extractos totales de células HepG2 y MCF7 a las concentraciones probadas en 

e ensayo, debido a que se puede observar la presencia de bandas alrededor de los 66 kDa 

para el caso de ER y de 15 kDa para IFI27, ya que estos son los pesos moleculares 

respecto a su localización celular, estudios realizados por otros investigadores han 

nuclear, pero hasta el 
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momento no hay ningún reporte donde la localicen por medio de inmunofluorescencia 

dentro del núcleo. 

Por lo tanto, como una de las hipótesis de este proyecto, se espera que IFI27 colocalice 

dentro del núcleo con el ER, ya que estudios de histoquímica realizados por el grupo del Dr. 

León revelaron que la proteína ERAP-1 colocaliza en el núcleo celular con el ER, de tal 

forma, es posible, que al igual que ERAP-1, IFI27 también colocalice con el ER en el núcleo 

y así podríamos explicar los resultados obtenidos de las transfecciones transitorias.  

Para corroborar esta hipótesis se analizaron dos líneas celulares una de cáncer de mama 

(MCF7) y otra de hepatocitos humanos (HepG2), se utilizó un anticuerpo específico contra 

IFI27 marcado con el fluoróforo FITC y otro contra el ER marcado con el fluoróforo 

Rodamina, también se tiñó el núcleo con DAPI.  

Los resultados obtenidos muestran que IFI27 se localiza en el citoplasma y 

preferencialmente dentro del núcleo, en ambas líneas celulares, al igual que el ER, y además 

se observa la colocalización de ambas proteínas en el núcleo (Figura 12).  

La Figura 12 (A-D) muestra ensayos de inmunolocalización con células HepG2 tratadas sin 

estradiol, en azul se observa teñido el núcleo (Figura 12A), en verde la proteína IFI27 

(Figura 12B), la cual se localiza preferencialmente en el núcleo, aunque también se localiza 

en el citoplasma, y en rojo el Receptor de Estrógenos (Figura 12C), el cual también se 

localiza en el núcleo y citoplasma, posteriormente se hizo un sobrelapamiento de las figuras 

12B y 12C para observar si existe colocalización de las proteínas IFI27 y del ER (Figura 

12D), se observa colocalización preferencialmente en el núcleo, debido a la coloración 

amarilla más intensa presente en este organelo sub-celular.  
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Figura 12  

Figura 12. Ensayo de Inmunofluorescencia
estimuladas con estradiol (A-D y I
material genético con DAPI (A, E, I y M); Tinción de la proteína IFI27 con el fluoróforo 

Figura 12. Ensayo de Inmunofluorescencia con células HepG2 (A-H) y MCF7 (I
D y I-L) y estimuladas con estradiol (E-H y M-

material genético con DAPI (A, E, I y M); Tinción de la proteína IFI27 con el fluoróforo 

 

H) y MCF7 (I-P) sin ser 
-P); Tinción del 

material genético con DAPI (A, E, I y M); Tinción de la proteína IFI27 con el fluoróforo 
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FITC (B, F, J y N); Tinción de ER con el fluoróforo Rodamina (C, G, K y O); 
Sobrelapamiento de la proteína IFI27 y ER (D, H, L y P). 
La Figura 12 (E-H) muestra un ensayo de inmunofluorescencia con células HepG2 

estimuladas con estradiol, el núcleo se tiñó con DAPI (Figura 12E), la proteína IFI27 con 

verde (Figura 12F), el ER con rojo (Figura 12G) y la Figura 12H muestra un 

sobrelapamiento de las Figuras 12F y 12G.  

La localización de IFI27 se observa mayoritariamente en el núcleo, al igual que el ER, 

aunque también se observan en el citoplasma; cuando se realiza el sobrelapamiento (Figura 

12H), se observa colocalización de ambas proteínas en el núcleo, al igual que las células no 

estimuladas (Figura 12D).  

Es importante notar que las células estimuladas presentan mayor cantidad de gránulos, tanto 

del ER como del IFI27, las cuales colocalizan dentro del núcleo (Figura 12D y H).  

La Figura 12 (I-L) muestra un ensayo de inmunolocalización con células MCF7 sin 

estímulo, en azul está teñido el DNA con DAPI (Figura 12I), en verde la proteína IFI27 

(Figura 12J), la cual se localiza principalmente en el núcleo, aunque también está presente 

en el citoplasma, el ER se tiñó con un fluoróforo rojo (Figura 12K), éste se encuentra 

preferencialmente en el núcleo y en su periferia en forma de gránulos, en la Figura 12L, se 

observa que existe colocolización de IFI27 y del ER en el núcleo, sobretodo en la membrana 

nuclear en los gránulos antes mencionados.  

La Figura 12 (M-P) muestra un ensayo de inmunolocalización con células MCF7 

estimuladas con E2, teñido con DAPI está el DNA (Figura 12M), con verde se tiñó a la 

proteína IFI27 (Figura 12N), la cual se encuentra preferencialmente en el núcleo, en rojo 

está teñido el ER (Figura 12O), éste también se localiza mayoritariamente en el núcleo, y al 

realizar un sobrelapamiento con la Figura 12N y 12O, se observa que existe colocalización 

de ambas proteínas también en el núcleo (Figura 12P).  

En este ensayo donde se estimularon las células con E2 podemos observar que los gránulos 

que se observaban en la Figura 12K correspondientes al ER, y que se localizaban sobretodo 

en la membrana nuclear, ahora se pueden visualizar en el interior del núcleo (Figura 12O) y 

al realizar el sobrelapamiento con la imagen 12N, que corresponde a la proteína IFI27, 

podemos ver que hay colocalización de éstos gránulos en el interior del núcleo (Figura 12P), 

a diferencia de la Figura 12L, en donde no había estímulo y donde la mayor colocalización 

de estas dos proteínas era en la membrana nuclear.  
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Con los resultados anteriores podemos 

núcleo al ser las células estimuladas con estradiol y de esta forma lle

sobre el ER y además colocaliza dentro del núcleo con éste último.

 

5.4 Expresión y caracterización funcional de I

 

Para determinar el efecto de IFI27 sob

transfección transitoria mediante la precipitación de fosfato de calcio descrita en la sección 

de metodología. Como primer paso se realiza

determinar aquellas que fueran ideales para cada uno 

transfectados en la línea celular HepG2. En primer lugar se utilizaron diversas 

concentraciones del vector pcDNA3.1 que lleva el cDNA de

curva de concentraciones de ER�, en la que se muestra que 300

actividad del ER. 

Figura 13. Curva de estandarización de 
Estrógenos; ERE Elemento de 
 

ados anteriores podemos proponer que la proteína IFI27 se internaliza al 

núcleo al ser las células estimuladas con estradiol y de esta forma lleva a cabo su función 

y además colocaliza dentro del núcleo con éste último.  

5.4 Expresión y caracterización funcional de IFI27 en células humanas. 

Para determinar el efecto de IFI27 sobre el ER en células humanas, utilizamos la técnica de 

transfección transitoria mediante la precipitación de fosfato de calcio descrita en la sección 

de metodología. Como primer paso se realizaron curvas de concentración de DNA para 

determinar aquellas que fueran ideales para cada uno de los vectores que serían 

fectados en la línea celular HepG2. En primer lugar se utilizaron diversas 

cDNA3.1 que lleva el cDNA del ER. La Figura 13

curva de concentraciones de ER�, en la que se muestra que 300 ng resultan en la mayor 

 
estandarización de  ER en células HepG2. E2 Estradiol; ER Receptor de 

Estrógenos; ERE Elemento de Respuesta a Estrógenos, �Gal �-Galactosidasa. n=3. 

que la proteína IFI27 se internaliza al 

va a cabo su función 

en células humanas, utilizamos la técnica de 

transfección transitoria mediante la precipitación de fosfato de calcio descrita en la sección 

ron curvas de concentración de DNA para 

de los vectores que serían 

fectados en la línea celular HepG2. En primer lugar se utilizaron diversas 

La Figura 13 muestra una 

tan en la mayor 

 

Estradiol; ER Receptor de 
Galactosidasa. n=3.  
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En esta gráfica se puede observar cómo a medida que se va aumentando la concentración de 

ER, la actividad transcripcional del mismo también aumenta, cuand

E2. 

La concentración que muestra una mayor actividad es la de 300 ng, y se observa una 

disminución en la actividad del receptor cuando se transfecta una concentración de 500 ng, 

lo que podría indicar que llega un punto donde se satura el sistema.

Posteriormente se realizó una curva

Figura 14. Curva de estandarización 
de Estrógenos; ERE Elemento de Respuesta a Estrógenos, 
 

En esta gráfica podemos observar que  a 

plásmido que contiene al gen de la

receptor de estrógenos, con un estímulo de estradiol, alcanzándose una mayor actividad con 

la concentración de 500 ng. Cua

incremento en la actividad del receptor a medida que se aumenta la concentración de 

luciferasa. 

En esta gráfica se puede observar cómo a medida que se va aumentando la concentración de 

ER, la actividad transcripcional del mismo también aumenta, cuando se da un estímulo de 

uestra una mayor actividad es la de 300 ng, y se observa una 

disminución en la actividad del receptor cuando se transfecta una concentración de 500 ng, 

lo que podría indicar que llega un punto donde se satura el sistema. 

Posteriormente se realizó una curva de luciferasa (el reportero) (Figura 14). 

 

estandarización de ERE en células HepG2. E2 Estradiol; ER Receptor 
de Estrógenos; ERE Elemento de Respuesta a Estrógenos, �Gal �-Galactosidasa. n=3.

En esta gráfica podemos observar que  a medida que se incrementa la concentración

plásmido que contiene al gen de la luciferasa, aumenta de manera lineal la actividad del 

receptor de estrógenos, con un estímulo de estradiol, alcanzándose una mayor actividad con 

la concentración de 500 ng. Cuando no hay estímulo de E2, se puede observar un pequeño 

incremento en la actividad del receptor a medida que se aumenta la concentración de 

En esta gráfica se puede observar cómo a medida que se va aumentando la concentración de 

o se da un estímulo de 

uestra una mayor actividad es la de 300 ng, y se observa una 

disminución en la actividad del receptor cuando se transfecta una concentración de 500 ng, 

 
Estradiol; ER Receptor 

Galactosidasa. n=3. 

medida que se incrementa la concentración de 

la actividad del 

receptor de estrógenos, con un estímulo de estradiol, alcanzándose una mayor actividad con 

, se puede observar un pequeño 

incremento en la actividad del receptor a medida que se aumenta la concentración de 
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Una vez determinadas las concentraciones óptimas de los vectore

de ER y de luciferasa, la cual actúa como una proteína reportera, procedimos a realizar un 

experimento encaminado a determinar el efecto de diferentes concentraciones del vector en 

el que había sido clonado el cDNA de IFI27 (Figura 15

Figura 15. Curva de estandariza
de Estrógenos; ERE Elemento de Respuesta a Estrógenos; 
Proteína inducida por interferón alfa. n=3.
 

En esta gráfica se observa como a medida que se incrementa la concentración del vector 

IFI27 de 50 a 500 ng, se incrementa la actividad del ER

experimentos nos llevaron a concluir que 500 ng del vector de 

donde se observa la mayor actividad de ER bajo las condiciones analizadas, sin embargo

estos datos presentan mayor desviación estándar y a una concentración de 350 ng decae un 

poco la actividad, es por eso que para lo

una concentración de 300 ng, además de que otros experimentos no mostrados, presentan 

variaciones en la actividad del receptor a partir de la concentración de 350 ng.

Una vez determinadas las concentraciones óptimas de los vectores que dirigen la expresión 

iferasa, la cual actúa como una proteína reportera, procedimos a realizar un 

experimento encaminado a determinar el efecto de diferentes concentraciones del vector en 

onado el cDNA de IFI27 (Figura 15). 

Figura 15. Curva de estandarización de IFI27 en células HepG2. E2 Estradiol; ER Receptor 
de Estrógenos; ERE Elemento de Respuesta a Estrógenos; �Gal �-Galactosidasa; IFI27 
Proteína inducida por interferón alfa. n=3. 

En esta gráfica se observa como a medida que se incrementa la concentración del vector 

e incrementa la actividad del ER entre  20 y 50 veces. Estos 

llevaron a concluir que 500 ng del vector de IFI27 es la concentraci

donde se observa la mayor actividad de ER bajo las condiciones analizadas, sin embargo

estos datos presentan mayor desviación estándar y a una concentración de 350 ng decae un 

poco la actividad, es por eso que para los experimentos siguientes, se decid

ntración de 300 ng, además de que otros experimentos no mostrados, presentan 

variaciones en la actividad del receptor a partir de la concentración de 350 ng.

s que dirigen la expresión 

iferasa, la cual actúa como una proteína reportera, procedimos a realizar un 

experimento encaminado a determinar el efecto de diferentes concentraciones del vector en 

 
Estradiol; ER Receptor 

Galactosidasa; IFI27 

En esta gráfica se observa como a medida que se incrementa la concentración del vector 

50 veces. Estos 

IFI27 es la concentración 

donde se observa la mayor actividad de ER bajo las condiciones analizadas, sin embargo, 

estos datos presentan mayor desviación estándar y a una concentración de 350 ng decae un 

s experimentos siguientes, se decidió trabajar con 

ntración de 300 ng, además de que otros experimentos no mostrados, presentan 

variaciones en la actividad del receptor a partir de la concentración de 350 ng. 
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Con este experimento pudimos observar que la prote

de ER, regula de manera positiva a ER, es decir, actúa como un co

Ya que se tuvieron las condiciones de concentración establecidas, y que además se observó 

que IFI27 regula de manera positiva al ER, se re

de activación de IFI27 sobre ER contra el grado de activación de la proteína 

activador más potente que se une a la región AF

comparó con la proteína ERAP

sabe se une a la región AF-1 de ER. Además este experimento permitirá observar si existe 

un efecto sinergista entre IFI27 y SRC

 

Figura 16. Comparación del aumento en la actividad de ER
ERAP-1 en células HepG2. E
Respuesta a Estrógenos; �Gal �
SRC1 Co-activador del Receptor Esteroide 1; ERAP1 Pr
Estrógeno 1. n=3. 

Con este experimento pudimos observar que la proteína IFI27 que se une al

de ER, regula de manera positiva a ER, es decir, actúa como un co-activador clásico de ER.

Ya que se tuvieron las condiciones de concentración establecidas, y que además se observó 

que IFI27 regula de manera positiva al ER, se realizó un ensayo donde se comparó

de activación de IFI27 sobre ER contra el grado de activación de la proteína 

activador más potente que se une a la región AF-2 de ER y como control adicional se 

comparó con la proteína ERAP-1, otro co-activador caracterizado en el laboratorio, que se 

1 de ER. Además este experimento permitirá observar si existe 

entre IFI27 y SRC-1 e IFI27 y ERAP-1 (Figura 16). 

. Comparación del aumento en la actividad de ER al transfectar IFI27, SRC
E2 Estradiol; ER Receptor de Estrógenos; ERE Elemento de 

�Gal �-Galactosidasa; IFI27 Proteína inducida por interferón alfa; 
activador del Receptor Esteroide 1; ERAP1 Proteína Asociada al Receptor de 

ína IFI27 que se une al dominio AF-1 

activador clásico de ER. 

Ya que se tuvieron las condiciones de concentración establecidas, y que además se observó 

yo donde se comparó el grado 

de activación de IFI27 sobre ER contra el grado de activación de la proteína SRC-1, el co-

como control adicional se 

acterizado en el laboratorio, que se 

1 de ER. Además este experimento permitirá observar si existe 

 
al transfectar IFI27, SRC-1 y 

Estradiol; ER Receptor de Estrógenos; ERE Elemento de 
Galactosidasa; IFI27 Proteína inducida por interferón alfa; 

oteína Asociada al Receptor de 
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El factor IFI27 se comportó como un co-activador de RE de forma equiparable a SRC-1 un 

co-activador específico de la región AF-2. 

Para poner en contexto los resultados de IFI27 sobre ER realizamos un experimento en el 

cual se transfectaron células HepG2 con el ER solo, y en presencia de IFI27 y SRC-1 (un co-

activador que se une al dominio AF-2 del ER perteneciente a la familia de los co-

reguladores p-160). En este experimento la estimulación de las células con E2 resultó en un 

aumento de 8 veces en la actividad del ER con respecto a las células no estimuladas (Figura 

15, barras 1 y 2).  La expresión de IFI27 aumentó la actividad del ER en 16 veces con 

respecto a las células que expresan solamente al ER. Estos resultados son muy interesantes 

ya que la actividad de SRC-1 fue de 16 veces,  muy similar a los resultados obtenidos con 

IFI27.  El papel de SRC-1 como uno de los co-activadores más potentes de ER ha sido 

caracterizado en detalle por varios investigadores. Estos resultados indican que IFI27 actúa 

como un co-activador de ER de manera tan eficiente como SRC-1.  La diferencia más 

notable es que mientras SRC-1 reconoce principalmente al dominio AF-2 del receptor, IFI27 

parece ser un co-activador del dominio AF-1 de este factor transcripcional.  

Debido a que la actividad de ER es la suma de las actividades de sus dominios AF-1 y AF-2 

se decidió explorar la posible cooperación entre factores que reconocen a cada una de estas 

regiones, mediante ensayos de co-transfección de IFI27 y SRC-1. Este experimento 

demostró que la presencia combinada de estos factores resulta en un aumento de 30 veces 

con respecto a la actividad inicial del ER en presencia de estradiol y sugiere la posible 

cooperatividad entre IF27 y factores de la maquinaria transcripcional que se ensambla en 

AF-2 en respuesta a la presencia de ligando. 

Para comparar la respuesta de IFI27 sobre la actividad del ER contra un co-activador 

previamente caracterizado en nuestro laboratorio, el cual se sabe se une al dominio AF-1, se 

transfectó a un vector que contenía el cDNA del gen de ERAP-1. Los resultados muestran 

que la proteína ERAP-1 aumenta la actividad de ER 13 veces al ser estimuladas las células 

con estradiol y que IFI27 la incrementa 16 veces, por lo que podemos concluir que IFI27 es 

igual o incluso más potente que ERAP-1. 

De igual forma como se realizó con SRC-1, decidimos explorar la posible cooperación entre 

los factores que se unen a la región AF-1, por lo que se co-transfectó a IFI27 y a ERAP-1, el 

experimento demostró que la presencia de ambos factores resulta en un aumento de 40 veces 
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con respecto a la actividad de ER sólo en presencia de estradiol, lo que sugiere que podría 

existir una cooperación entre factores que se unen a la región AF-1 de ER. 

Estos experimentos permitieron proponer que IFI27 actúa co-activando al ER de igual forma 

como lo hace SRC-1 y ERAP-1, los cuales son co-activadores bien caracterizados hoy en 

día, además de observar un efecto aditivo en la actividad de ER cuando se co-transfectó a 

IFI27 junto con alguno de estos dos co-activadores, lo que sugiere que pudiera existir una 

interacción entre la región N-terminal y C-terminal de ER a través del reclutamiento de co-

activadores en el dominio AF-1 y AF-2. 
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DISCUSIÓN 

 

Los RHN están involucrados en gran variedad de procesos biológicos, sin embargo, la 

desregulación de sus genes o en las vías de señalización conlleva a la generación de 

diversos tipos de enfermedades  entre las que destaca el cáncer de mama. 

El ER es un factor de transcripción activado por ligando cuya función es la de fomentar 

la transcripción de un gran número de genes involucrados en la división celular, 

diferenciación y en la regulación del metabolismo intermediario. Sin embargo, también 

es un factor determinante en el desarrollo de cáncer de mama aunque los mecanismos 

responsables no se comprenden del todo.  

Se sabe que el receptor de estrógenos tiene varios dominios funcionales que incluyen a 

dos dominios de activación transcripcional conocidos como AF-1 y AF-2, localizados 

en el amino y carboxilo del receptor, respectivamente.  La actividad de AF-2 depende 

de ligando y el mecanismo por el cual activa la transcripción de genes blanco depende 

del reclutamiento de una serie de co-reguladores del ER entre los que cabe mencionar a 

la familia de p160 y CBP/p300. Algunos de estos factores tienen  la capacidad de actuar 

como acetil transferasas de histonas, actividad que resulta en la reducción de la afinidad 

entre nucleosomas y ADN.  Esta modificación relaja la estructura de la cromatina y 

favorece el fácil acceso a la maquinaria basal de transcripción a la región promotora de 

los genes blanco y por ende su expresión. 

Sin embargo, se cree que el dominio AF-1 del ER� puede actuar de manera 

independiente o sinergísticamente con AF-2 para promover una mejor activación de la 

transcripción, aunque no ha sido bien establecido cómo los dos factores interaccionan 

con los mismos o con diferentes co-activadores. A pesar de que los miembros de la 

familia de proteínas p160 han sido originalmente identificados como co-activadores de 

AF-2, hay mucha evidencia de que podrían estar interaccionando y aumentando la 

actividad de AF-1 (O´Malley et al., 1998; Kushner et al., 1998; Stallcup et al., 1999; 

Peeters et al., 1999). 

Es por esto, que en el laboratorio del Dr. Alfonso León del Río se planteó la hipótesis de 

que la región AF-1 del ER podría funcionar como un puerto de anclaje para el 

reclutamiento de complejos multipeptídicos a la región promotora de genes activados 

por estrógenos, de manera similar a la descrita para el dominio AF-2. Para ello se 

realizaron experimentos de doble híbrido en levadura, donde se describieron una serie 
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de factores nombrados ERAP-1-6, los cuales tienen la capacidad de interaccionar con el 

dominio AF-1 del ER� y uno de ellos es la proteína IFI27. 

La proteína IFI27 ha sido muy poco estudiada, sin embargo, existen reportes donde la 

utilizan como marcador tumoral, ya que se han detectado altos niveles del mensajero en 

un gran número de tumores de pulmón, estómago, mama y colon. 

En este trabajo, demostramos que la proteína IFI27 se encuentra localizada en su mayor 

parte en el núcleo de células humanas y colocaliza con el ER. Este es claramente un 

requisito necesario para que este factor pueda funcionar como co-regulador del ER, ya 

que es allí donde el ER realiza sus funciones como factor de transcripción. 

Los resultados mostrados en este trabajo demuestran que la sobrexpresión de IFI27 en 

células humanas resulta en un aumento en la actividad transcripcional mediada por el 

ER.  Para poner en perspectiva esta función de IFI27 sobre el ER se utilizó como 

control al co-regulador SRC-1, considerado el co-activador más potente del ER y que se 

une principalmente al dominio AF-2 del receptor.  Estos experimentos demostraron que 

IFI27 no solo actúa como un co-activador de ER sino que es tan eficiente como SRC-1.   

Es particularmente importante para este estudio que al co-transfectar ambos factores 

registramos un efecto aditivo sobre la actividad del ER.  Desde hace años se sabe que la 

actividad del ER es el resultado de la cooperación entre los dominios AF-1 y AF-2.  

Estos resultados sugieren que la cooperatividad entre ambos dominios de activación 

puede estar mediada por la interacción de proteínas accesorias, co-activadoras, que 

reconocen de manera independiente estos dominios del receptor.  

La principal contribución de este trabajo fue la de descubrir que el factor IFI27 es 

expresado en el interior del núcleo celular y que puede modificar la actividad del ER a 

través de su unión con el dominio AF-1, con respecto a los experimentos de doble 

híbrido realizados previamente por el Dr. Alfonso León. La relevancia de estos 

resultados estriba en que el dominio AF-1 es importante para el desarrollo de la 

resistencia al tratamiento hormonal con tamoxifén y al incremento en la formación de 

tumores en útero y hueso en pacientes con cáncer de mama. 

La identificación de IFI27 como un co-activador específico de AF-1 permitirá en el 

futuro explorar la función de esta proteína en el desarrollo de tumores de mama y en la 

resistencia al tratamiento con tamoxifén. Estos estudios requieren de acceso a pacientes 

y deben realizarse con protocolos que permitan seguir el curso de tratamiento de 

pacientes en hospitales mexicanos. 
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Por el momento mi trabajo reporta la identificación de un nuevo co-activador del ER y 

uno de los pocos que se sabe interactúa con la región AF-1. De manera muy importante 

este nuevo co-activador del ER parece ser tan eficiente como SRC-1 por aumentar la 

actividad del ER, lo que lo coloca potencialmente como un factor importante en la 

formación de tumores de cáncer de mama. 

 Aunque mis resultados no permiten conocer el mecanismo por el cual IFI27 resulta en 

una mayor actividad del ER, es posible que la unión de este factor junto con otras 

proteínas ERAP, facilite o estabilice el reclutamiento de co-activadores con actividad de 

acetilasas de histonas como SRC-1.  Los resultados presentados en esta tesis demuestran 

que  IFI27 puede actuar de manera aditiva con SRC-1 y ERAP-1, lo cual parece apoyar 

el modelo anterior (Figura17).     

 

 
Figura 17. Modelo de interacción de la proteína IFI27 con el ER y otros co-activadores. 
AF-1 y AF-2 Función de Activación 1 y 2; A/B, C, D , E, F Dominios funcionales del 
ER; ERAP-1 Proteína asociada al receptor de estrógenos; IFI27 Proteína inducida por 
interferón alfa; SRC-1 Co-activador del receptor esteroide; CBP/p300 Proteína de unión 
a CREB; TFIIB, F, E y H Factores de transcripción; RNA pol II RNA polimerasa II; 
ERE Elemento de Respuesta a estrógeno; Ac Acetilación. 
 

CBP/p
300 
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CONCLUSIONES 

 

� IFI27 se internaliza al núcleo en células HepG2 y MCF7 al ser estimuladas con estradiol 

donde lleva a cabo su función sobre ER. 

 

� IFI27 colocaliza con ER dentro del núcleo en células HepG2 y MCF7 estimuladas con 

estradiol. 

 

� IFI27 regula de manera positiva la actividad de ER. 

 

� El efecto de IFI27 sobre la actividad de ER es aún mayor que el mostrado por SRC1, el 

co-activador más conocido hasta el momento, y también es mayor que el de ERAP-1, el 

co-activador caracterizado previamente en el laboratorio. 

 

� Existe un efecto aditivo sobre la actividad de ER entre IFI27 y SRC1 y entre IFI27 y 

ERAP-1. 

 

� Existe una interacción entre la región AF-1 y AF-2 de ER mediada a través del 

reclutamiento de diversas proteínas en ambas regiones. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Neevia docConverter 5.1



PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos proponemos varios experimentos que nos 

permitan tener una visión mas amplia de la función que realiza la proteína IFI27 sobre 

el ER, creemos que la caracterización de los dominios de interacción entre IFI27 y los 

dominios AF del ER es muy importante, ya que así podríamos conocer en qué regiones 

específicas de ambas proteínas hay reconocimiento, esto se realizaría con la técnica de 

“pull down”. 

Otro punto también relevante es conocer si IFI27 forma parte de un complejo 

multiprotéico ensamblado en AF-1, gracias a mis resultados de transfecciones, pudimos 

observar que IFI27 actúa de manera conjunta con otras proteínas ERAP en el dominio 

AF-1, ya que se observa un efecto aditivo al co-transfectarlo con otras proteínas, es por 

eso que nos atrevemos a pensar que es todo un complejo el que se ensambla en esta 

región, e IFI27 es un miembro muy importante de éste, esta hipótesis la resolveríamos a 

través de la técnica de co-inmuniprecipitación. 

Finalmente es importante caracterizar el papel de IFI27 como regulador in vivo 

mediante ensayos de ChIP (Inmunoprecipitación de la cromatina), esta técnica nos 

brindará la oportunidad de conocer de manera in vivo cómo se lleva a cabo el 

mecanismo de reclutamiento de todos los factores involucrados junto con IFI27, en la 

regulación transcripcional de cierto promotor. 
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APÉNDICE 

 

Medio LB 

 

-Peptona o triptona....................10 g 

-NaCl.........................................10 g 

-Extracto de levadura.................5 g 

-Agar..........................................20 g 

Disolver los reactivos en agua dd y aforar a 1 L, esterilizar por autoclave. 

 

Medio Alpha MEM para células de cultivo 

 

-1 sobre de medio alpha MEM (GIBCO). 

-Bicarbonato de sodio……………………………..…….2.2 g 

-Agua miliQ estéril…………………………….……..…900 ml 

Disolver por 15 min con agitación constante. 

-FBS (HyClone)………………………………..……….100 ml 

-Antibiótico penicilina/estreptomicina (GIBCO)……....10 ml 

Filtrar dos veces bajo la campana de flujo laminar con filtros de 0.4 y 0.2 µ 

 

PBS/EDTA para células de cultivo 

 

-1 sobre de PBS (GIBCO) 

- Antibiótico penicilina/estreptomicina (GIBCO)……....10 ml 

-Agua miliQ estéril…………………………………..…1000 ml 

-EDTA (0.5 M) pH 8…………………………………...2 ml 

Filtrar dos veces bajo la campana de flujo laminar con filtros de 0.4 y 0.2 µ. 

Para el caso de PBS sin EDTA, éste último no se agrega. 

 

 

 

Tripsina/EDTA 

-NaCl……………………………………………………4 g 
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-KCl…………………………………………………….0.2 g 

-EDTA………………………………………………….0.1 g 

-Tris Base………………………………………………1.7 g 

Ajustar el pH a 7.7  

-Tripsina 10X………………………………………….3 ml 

Ajustar a 500 ml con agua miliQ estéril y filtrar con filtros de 0.2 µm. 

 

Buffer 2X para precipitar  

-Hepes (0.5 M)………………………………………..15 ml 

-KCl (1 M)……………………………………………1.5 ml 

-NaCl (5 M)………………………………………..…8.4 ml 

-Glucosa (2 M)…………………………………..…...0.9 ml 

-Na2HPO4....................................................................0.03195 g 

Ajustar el pH a 7.05 y aforar con agua miliQ estéril a 150 ml. 

 

Estradiol (10mM) 

Pesar 0.0027 g de estradiol y disolverlo en 1 ml de etanol al 100%. 

 

Buffer de lisis 

-EDTA (0.5M)………………………………………..400 µl (2mM) 

-Tritón X (100%)……………………………………...1 ml (1%) 

-KH2PO4 (1M) pH 7.8………………………………...10 ml (0.1 M) 

-DTT (1M)…………………………………………….100 µl (1 mM) 

Aforar con agua miliQ estéril a 100 ml. 

 

Buffer RX 

Para el ensayo de cinco cajas con 6 pozos cada una 

-�-galactosidasa……………………………………….3.2 ml 

-Galactón………………………………………………32 µl 

Solución KTME más DTT 

Para el ensayo de cinco cajas con 6 pozos cada una 

-KTME…………………………………………………850 µl 

-DTT (1M)………………………………………………0.85 µl 
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Mezcla de reacción  para el ensayo de luciferasa 

Para el ensayo de cinco cajas con 6 pozos cada una 

-KTME………………………………………………….3.38 ml 

-DTT (1M)………………………………………………3.45 µl 

-ATP (200 mM)………………………………………….37.5 µl 

-Luciferina (50 mM)……………………………………..25 µl 

 

TE 

-Tris HCl pH 7.5 (1M)……………………………………..1 ml  (10 mM) 

-EDTA (100 mM)…………………………………………..1 ml (1 mM) 

 

PBS 10X 

 

-NaCl..................................40.0314 g     (1.37 M) 

-KCl....................................1.0065 g       (27 mM) 

-Na2HPO4*7H2O.................5.7635 g       (43 mM) 

-NaH2PO4*H2O...................0.9659 g       (14 mM) 

Disolver con 300 ml de agua dd 

Ajustar a pH 7.3 con NaOH 

Aforar a 500 ml 

Esterilizar por autoclave 

 

TBS 10X 

 

-Tris Base………………………………..29 g (0.24 M) 

-KCl……………………………………..1.5 g (20 mM) 

-NaCl……………………………………95.35 g (1.63 M) 

El TBS-T se prepara de igual forma que el TBS, agregar al final Tween al 1%. 

 

SDS-PAGE  

 

BUFFER DE ELECTROFORESIS 10 X 

-Tris ..........................................30.32 g 

-Glicina......................................144 g 
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-SDS..........................................10 g 

Disolver el Tris y la Glicina en agua dd y posteriormente agregar el SDS, aforar a 1 L. 

 

BUFFER DE MUESTRA 2X  

-Glicerol................................................10 ml (20%) 

-SDS .....................................................1 g (2%) 

-Azul de bromofenol …………….........0.00125 g (0.0025%) 

-� mercaptoetanol………………………2.5 ml (5%) 

-Buffer apilador 4X……………………..12.5 ml (25%) 

Disolver todos los reactivos excepto el SDS en agua dd, posteriormente agregar el SDS 

y aforar a 50 ml. 

 

GEL APILADOR 

-H2O.............................................1.2 ml 

-Buffer  apilador..........................500 µl 

-Acrilamida................................300 µl 

-PSA 20%....................................20 µl 

-Temed.........................................4 µl 

 

Buffer apilador 4X: 

-Tris-base.................................4 g (0.5 M) 

-SDS 20%................................0.2 g (0.4%) 

Disolver el Tris –base , ajustar a pH 6.8 con HCl y al final agregar el SDS y aforar a 50 

ml. 

GEL SEPARADOR: 12 % 

-H2O.........................................3.5 ml  

-Buffer separador.....................2.5 ml 

-Acrilamida...............................4 ml 

-PSA 20%.................................25 µl 

-Temed.....................................5 µl 

 

Buffer separador 4X:  

-Tris- base ..............................18.2 g (1.5 M) 
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-SDS 20%...............................0.4 g (0.4%)  

Disolver el Tris –base , ajustar a pH 8.8 con HCl y al final agregar el SDS y aforar a 

100 ml. 

 

Buffer de transferencia de proteínas 

 

-Tris...........................................3 g 

-Glicina.....................................14.4 g 

-SDS.........................................1 g 

-Metanol....................................200 ml 

Disolver en agua dd, aforar a 1 L.  

 

Inmunodetección con quimioluminiscencia 

 

SOLUCIÓN DE BLOQUEO 

-Leche.........................................10 g (5%) 

-Tween 20 ..................................0.2 ml (0.1%) 

Disolver en PBS1X y aforar a 200 ml. 

 

SOLUCIÓN DE REVELADO 

-Tris 0.5 M pH=8.5..................1ml 

-H2O.........................................4 ml 

-Solución A..............................12.5 µl 

-Solución B..............................25 µl 

-H2O2 10 %..............................8.5 µl 

 

       Solución A 

        -Ácido hidroxicinámico......0.35 g 

        Aforar a 25 ml con DMSO 

 

        Solución B 

        -Luminol............................1.1 g 

        Aforar a 25 ml con DMSO. 
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Extracción de plásmidos 

 

ETC 

-NaEDTA (0.5 M)………………………………….20 ml (20 mM) 

-Tris HCl (1M) pH 9..……………………………...25.5 ml (100 mM) 

-Rojo de fenol (5%)………………………………..300 µl (0.003%) 

 

SOLUCIÓN I 

-LiOH ……………………………………………….0.839 g (0.2 M) 

-SDS…………………………………………………2 g (2%) 

 

SOLUCIÓN II 

-KAc…………………………………………………58.88 g 

-HAc…………………………………………………22.9 ml 

Aforar a 200 ml con agua dd. 
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